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Resumen
  
 
El  cáncer  colorrectal  (CRC)  es  una  de  las  neoplasias  de mayor  incidencia  y mortalidad.  Estudios 
epidemiológicos indican que la deficiencia en vitamina D se asocia a un mayor riesgo de padecer CRC. 
De  acuerdo  con  esto,  la  1α,25‐dihidroxivitamina D3  (1,25(OH)2D3),  el metabolito más  activo  de  la 
vitamina D,  inhibe  la proliferación  y promueve  la diferenciación de  células de CRC  a  través de  su 
unión al receptor de vitamina D (VDR), un factor de transcripción de la superfamilia de los receptores 
nucleares que  regula  la expresión de centenares de genes. VDR es el principal determinante de  la 
sensibilidad celular a 1,25(OH)2D3 y su expresión se pierde durante la tumorogénesis colónica, lo que 
generaría  resistencia  a una posible  terapia  con  1,25(OH)2D3.  En  los últimos  años  se ha puesto de 
manifiesto  la  relevancia  del  estroma  tumoral  en  la  progresión  del  cáncer.  Los  fibroblastos  son  el 
principal componente  celular de dicho estroma y  tras  su activación por el microambiente  tumoral 
contribuyen  a  la  tumorogénesis  por  varios mecanismos.  Sin  embargo,  los  posibles  efectos  de  la 
1,25(OH)2D3 sobre los fibroblastos estromales de los tumores colorrectales no se conocen. 
En esta Tesis Doctoral hemos establecido cultivos primarios de fibroblastos normales (NFs) y de 
fibroblastos asociados a  tumores  (CAFs) a partir de biopsias procedentes de pacientes  con CRC,  y 
hemos estudiado los efectos de la 1,25(OH)2D3 sobre ellos. Los resultados muestran que los NFs y los 
CAFs  de  colon  expresan  VDR  y  responden  a  1,25(OH)2D3.  La  1,25(OH)2D3  inhibe  en  ellos  dos 
propiedades  protumorales  características  de  los  fibroblastos:  la  capacidad  de  contraer  geles  de 
colágeno y la de inducir la migración de las células de carcinoma. Asimismo, la 1,25(OH)2D3 reduce las 
acciones  protumorales  de  fibroblastos  de  otros  orígenes.  Los  análisis  de  expresión  génica  global 
revelan que la 1,25(OH)2D3 modula el patrón de expresión génica de NFs y CAFs, y nos han permitido 
caracterizar  que    la  inhibición  de  la  expresión  de  las  quimioquinas  CCL2,  CCL11  y  CCL13  por 
1,25(OH)2D3 es necesaria para el efecto de ésta sobre  la capacidad de  los fibroblastos colónicos de 
contraer geles de colágeno. Por otro  lado, hemos analizado  la expresión de VDR y de  las proteínas 
codificadas por los genes diana de 1,25(OH)2D3 CD82 y S100A4 en tumores procedentes de una serie 
amplia de pacientes con CRC metastásico. Los resultados  indican que una alta expresión de VDR en 
los  fibroblastos  estromales  de  dichos  tumores  correlaciona  con  una mayor  supervivencia  de  los 
pacientes. Asimismo,  la expresión de CD82 y de S100A4 en dichos  fibroblastos se asocia con  la de 
VDR y con el pronóstico clínico de los pacientes.  
Los  resultados  obtenidos  indican  que  la  1,25(OH)2D3  ejerce  su  acción  antitumoral  en  CRC 
actuando no  solo  sobre  las células de carcinoma,  sino  también  sobre  los  fibroblastos estromales y 
que, por tanto, el tratamiento de pacientes con CRC con 1,25(OH)2D3 puede ser explorado incluso si 
las células de carcinoma carecen de expresión de VDR. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract
  
 
Colorectal cancer  (CRC)  is one of  the most  frequent and  lethal neoplasias. Epidemiological  studies 
indicate  that  vitamin D deficiency  is associated with a higher  risk of CRC.  In agreement with  this, 
1α,25‐dihydroxyvitamin  D3  (1,25(OH)2D3),  the  most  active  metabolite  of  vitamin  D,  inhibits  the 
proliferation and  induces the differentiation of CRC cells by binding the vitamin D receptor (VDR), a 
transcription factor of the nuclear receptor superfamily that regulates the expression of hundreds of 
genes. VDR  is  the main determinant of cellular  sensibility  to 1,25(OH)2D3 and  its expression  is  lost 
during colon  tumorigenesis,  leading  to  resistance  to 1,25(OH)2D3.  In  recent years,  the  relevance of 
tumor stroma on cancer progression has emerged. Fibroblasts are  the main cellular component of 
cancer  stroma  and  upon  activation  by  the  tumor  microenvironment  they  contribute  to  the 
tumorigenesis by several mechanisms. Despite all this, the possible effects of 1,25(OH)2D3 on stromal 
fibroblasts of colorectal tumors are unknown. 
In  this  Doctoral  Thesis, we  have  established  primary  cultures  of  normal  fibroblasts  (NFs)  and 
cancer‐associated  fibroblasts  (CAFs)  from  CRC  patient  biopsies,  and  have  studied  the  effects  of 
1,25(OH)2D3  on  them.  The  results  show  that  colon  NFs  and  CAFs  express  VDR  and  respond  to 
1,25(OH)2D3.  1,25(OH)2D3  inhibits  two  fibroblast  protumoral  characteristics  in  these  cells:  the 
capacity  to  contract  collagen  gels  and  to  induce  the  migration  of  carcinoma  cells.  Likewise, 
1,25(OH)2D3  reduces  the  protumoral  actions  of  fibroblasts  from  different  origins.  Global  gene 
expression analyses show that 1,25(OH)2D3 modulates the gene expression profile of NFs and CAFs, 
and have led us to characterize that the inhibition of the expression of the chemokines CCL2, CCL11 
and CCL13 by 1,25(OH)2D3 is required for 1,25(OH)2D3 effect on the capacity to contract collagen gels 
of  colonic  fibroblasts.  Moreover,  we  have  analyzed  the  expression  of  VDR  and  of  the  proteins 
encoded  by  the  1,25(OH)2D3  target  genes  CD82  and  S100A4  in  tumors  from  a  large  cohort  of 
metastatic  CRC  patients.  Our  results  indicate  that  high  VDR  expression  in  stromal  fibroblasts 
correlates with longer patient survival. In addition, CD82 and S100A4 expression in those fibroblasts 
is associated with that of VDR and with clinical outcome of CRC patients. 
Our results  indicate that 1,25(OH)2D3 exerts  its antitumoral effects  in CRC by acting not only on 
carcinoma  cells,  but  also  on  stromal  fibroblasts.  Therefore,  treatment  of  CRC  patients  with 
1,25(OH)2D3 should be explored even if carcinoma cells lack VDR expression. 
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1. Vitamina D 
1.1.  Metabolismo de la vitamina D 
La vitamina D no es técnicamente una vitamina, sino una prohormona, ya que  la mayor parte de  la 
vitamina D presente en nuestro organismo se sintetiza en la piel y carece de actividad biológica hasta 
su  activación  metabólica  [66,  154,  177].  Existen  dos  tipos  de  vitamina  D:  la  vitamina  D3 
(colecalciferol) y  la vitamina D2 (ergocalciferol) sintetizadas en animales y plantas, respectivamente. 
Su estructura es similar a  la de  las hormonas esteroideas clásicas, que derivan de una molécula de 
esterano. La vitamina D es un secosteroide, ya que uno de  los anillos del esterano  tiene un enlace 
carbono‐carbono roto (entre el C‐9 y el C‐10 del anillo B) [154] (Figura 1A y B).  
La vitamina D3 se sintetiza cuando la luz solar incide sobre nuestra piel y la radiación ultravioleta B 
(UV‐B,  longitud  de  onda  290‐315  nm)  produce  la  fotólisis  del  7‐dehidrocolesterol  generando 
previtamina D3, un  compuesto  termodinámicamente  inestable  que  se  transforma  rápidamente  en 
vitamina  D3  [51,  66].  Esta  síntesis  produce más  del  90%  de  la  vitamina  D3  presente  en  nuestro 
organismo, mientras  que  sólo  el  10%  restante  procede  de  la  dieta  [177,  231].  Los  alimentos  con 
mayor cantidad de vitamina D son los pescados azules (grasos) como las sardinas y el atún, el aceite 
de hígado de bacalao y las setas shiitake secadas al sol [51, 99]. 
La vitamina D3 procedente de la síntesis en la piel o de la dieta es biológicamente inactiva y pasa 
al torrente sanguíneo donde se une a la proteína de unión a vitamina D (DBP) o, con menor afinidad, 
a  la albúmina. Sólo una pequeña fracción (< 0,1%) de  la vitamina D3 circula  libre. En el hígado tiene 
lugar  la  hidroxilación  del  C‐25  de  la  vitamina  D3  por  hidroxilasas mitocondriales  y microsomales 
(CYP27A1  y  CYP2R1,  respectivamente)  originándose  la  25‐hidroxivitamina D3  (25(OH)D3,  calcidiol), 
que  tiene escasa actividad biológica  (Figura 1C). La 25(OH)D3 es  la  forma circulante de vitamina D3 
más abundante y se asocia también a la DBP. En el túbulo proximal del riñón, la 25(OH)D3 se hidroxila 
en el C‐1 del anillo A por la enzima CYP27B1 generándose la 1α,25‐dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D3, 
calcitriol), el metabolito más activo de la vitamina D3 y responsable de sus acciones biológicas [51, 66, 
231] (Figura 1B y C). CYP27B1 se expresa también en muchos otros tejidos (colon, cerebro, placenta, 
páncreas, nódulos  linfáticos y piel),  lo que permite  la  conversión  local de  la 25(OH)D3  circulante a 
1,25(OH)2D3 en los tejidos diana [51, 239].  
El paso limitante en el catabolismo de la vitamina D3 es la hidroxilación del C‐24 de la 25(OH)D3 y 
de  la  1,25(OH)2D3  para dar  lugar  a  los metabolitos menos  activos  24,25(OH)2D3  y  1,24,25(OH)3D3, 
respectivamente, y está catalizada por la enzima mitocondrial CYP24A1 de expresión ubicua [51, 231, 
248] (Figura 1C). La concentración sérica de 1,25(OH)2D3 se regula por varios mecanismos [51]. Por 
un lado, un incremento de 24,25(OH)2D3 o de la hormona paratiroidea (PTH) induce la síntesis renal 
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de 1,25(OH)2D3, mientras que el aumento de calcio (Ca2+), fosfato (Pi) o de  la propia 1,25(OH)2D3  la 
suprime. Además, la 1,25(OH)2D3 induce la expresión de CYP24A1 lo que conlleva su catabolismo. 
La mejor forma de analizar el estado vitamínico D de un individuo es medir la concentración sérica 
de 25(OH)D3 (rango nM y vida media de 2‐3 semanas), ya que  la concentración de 1,25(OH)2D3 y su 
vida media son mucho menores (rango pM y vida media de 5‐15  horas), lo que dificulta su detección 
[223]. 
 
Figura 1. Metabolismo de la vitamina D. La vitamina D es un secosteroide con el anillo B del esterano roto entre C‐9 y C‐10. 
(A) Estructura de  la vitamina D3.  (B) Estructura de  la 1,25(OH)2D3.  (C) La vitamina D3 se sintetiza en  la piel a partir del 7‐
dehidrocolesterol  o  en menor  proporción  se  obtiene  de  la  dieta,  pasa  la  torrente  sanguíneo  unida  principalmente  a  la 
proteína DBP,  y  en  el  hígado  se  hidroxila  por  las  enzimas  CYP27A1  o  CYP2R1  obteniéndose  25(OH)D3.  La  25(OH)D3  es 
transportada al riñón donde tiene lugar su hidroxilación por la enzima CYP27B1 y se genera 1,25(OH)2D3, el metabolito más 
activo de la vitamina D3. La enzima CYP24A1 de expresión ubicua cataboliza la conversión de 25(OH)D3 y 1,25(OH)2D3 en los 
metabolitos menos activos 24,25(OH)2D3 y 1,24,25(OH)3D3, respectivamente. 
 
1.2. Acciones biológicas de la 1,25(OH)2D3  
La  1,25(OH)2D3  es  una  hormona  pleiotrópica.  Sus  acciones más  conocidas  son  la  regulación  de  la 
homeostasis del Ca2+ y el Pi  y el control de la remodelación y mineralización de los huesos [27, 51]. La 
hipocalcemia  induce  la  secreción  de  PTH  por  la  glándula  paratiroidea  que  actúa  sobre  el  riñón 
disminuyendo  la excreción de Ca2+ y  la  reabsorción de Pi, y estimulando  la  síntesis de 1,25(OH)2D3 
[99, 250]. La 1,25(OH)2D3 a su vez aumenta el transporte activo de Ca2+ y Pi en el intestino delgado, y 
estimula  e  inhibe  la  reabsorción  renal  de  Ca2+  y  Pi,  respectivamente.  Por  otro  lado,  la  PTH  y  la 
1,25(OH)2D3  inducen en osteoblastos  la expresión de  factores osteoclastogénicos que actúan sobre 
los preosteoclastos promoviendo  su maduración,  lo que  conlleva  la destrucción de  la matriz ósea, 
favoreciendo  el  aumento  de  los  niveles  de  Ca2+  y  Pi  en  sangre  [42,  99,  179,  250].  Además,  la 
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1,25(OH)2D3  suprime  la  mineralización  ósea  por  un  aumento  en  los  niveles  de  expresión  de  la 
pirofosfatasa  y  de  la  osteopontina  (dos  potentes  inhibidores  de  la mineralización  ósea)  [42].  En 
condiciones homeostáticas de Ca2+ normal o positivo, la absorción de Ca2+ intestinal promovida por la 
1,25(OH)2D3  proporciona  suficiente  Ca2+  para  una  adecuada  mineralización  del  hueso  [42].  De 
acuerdo  con  esto,  la  deficiencia  de  1,25(OH)2D3  produce  raquitismo  en  niños  y  osteomalacia  en 
adultos y aumenta el riesgo de fracturas óseas [42, 99].  
El descubrimiento en 1981 de que la 1,25(OH)2D3 inhibe la proliferación de células de melanoma y 
promueve  la  diferenciación  de  células  de  leucemia mieloide  disparó  el  interés  en  la  1,25(OH)2D3 
como  agente  anticanceroso  [1,  36].  Desde  entonces,  numerosos  estudios  han  mostrado  que  la 
1,25(OH)2D3  tiene  propiedades  antiproliferativas,  proapoptóticas,  prodiferenciadoras, 
antimigratorias, antiinvasivas y antiangiogénicas en  células derivadas de diferentes neoplasias  [42, 
136, 177]. La administración repetida de dosis elevadas de 1,25(OH)2D3 a pacientes con cáncer  fue 
inicialmente restringida por  los posibles problemas de toxicidad (hipercalcemia),  lo que favoreció el 
desarrollo  de  análogos  (deltanoides)  que  mantienen  sus  acciones  antitumorales  pero  tienen  un 
menor efecto hipercalcémico, de  los cuales hay varios ya aprobados para su uso en humanos  [53]. 
Actualmente hay numerosos ensayos clínicos que emplean la 1,25(OH)2D3 o alguno de sus análogos, 
solos o en combinación con otras drogas antitumorales, para el tratamiento de diferentes neoplasias 
(www.clinicaltrials.gov). Los escasos estudios clínicos finalizados no son concluyentes, en gran parte 
por  su deficiente  diseño,  y  es necesario disponer de  los  resultados de nuevos  y mejores  ensayos 
clínicos para establecer la posible utilidad de la 1,25(OH)2D3 y sus derivados en la terapia del cáncer 
[124, 223].  
 
1.3. Mecanismo de acción de la 1,25(OH)2D3 
1.3.1. El receptor de vitamina D  
Las acciones biológicas de la 1,25(OH)2D3 están mediadas por su receptor: el receptor de vitamina D 
(VDR)  [42]. VDR  es  un  factor  de  transcripción  de  la  superfamilia  de  los  receptores  nucleares  que 
regula  la expresión de genes de  forma dependiente de  ligando  [51]. La afinidad del monómero de 
VDR por sus sitios de unión en  las regiones reguladoras de sus genes diana es baja, y para su unión 
específica al DNA  se asocia a otro miembro de  la misma  superfamilia, el  receptor X de  retinoides 
(RXR), formando el heterodímero VDR‐RXR [16, 29, 42, 86, 177].  
Los receptores nucleares se caracterizan por tener un dominio de unión al DNA (DBD) altamente 
conservado cerca de su región NH2‐terminal y un dominio más variable de unión al  ligando (LBD) o 
dominio  de  heterodimerización  en  la  región  COOH‐terminal,  ambos  conectados  por  una  región 
bisagra  (hinge)  [86, 179]  (Figura 2). El DBD está compuesto por 2 dedos de zinc  ricos en cisteínas, 
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mientras que el LBD consiste en un motivo de  tipo sándwich compuesto por 12 hélices α  (de H1 a 
H12; esta última constituye el dominio de la función de activación 2 o AF2) y 3 láminas β, en el caso 
de VDR [16] (Figura 2). Los aminoácidos contenidos en  las hélices α forman un bolsillo dinámico de 
unión  al  ligando.  La  ocupación  del  bolsillo  por  la  1,25(OH)2D3  da  lugar  a  la  formación  de  dos 
superficies  de  interacción  estabilizadas  por  la  región  bisagra.  Una  de  las  superficies  (formada 
principalmente  por  H9  y  H10  y  el  bucle  formado  entre  H8  y  H9)  facilita  la  interacción  con  RXR, 
mientras que  la otra  superficie  (porciones de H3, H5  y H12)  es  esencial para  el  reclutamiento de 
complejos correguladores fundamentales para la modulación de la expresión génica [42, 85, 87, 179].  
 
 
Figura 2. Representación esquemática de VDR. VDR está formado por un dominio de unión al DNA (DBD) compuesto por 2 
dedos de zinc y un dominio de unión al ligando (LBD) compuesto por 12 hélices α (H1‐H12) y 3 láminas β. Ambos dominios 
están unidos por la región bisagra (hinge).  
 
Una  proporción mayoritaria  (80‐90%),  variable  según  el  tipo  celular,  de  VDR  se  localiza  en  el 
núcleo de  la célula, y otra menor  (10‐20%) en el citosol. También se ha propuesto  la presencia de 
VDR  asociado  a  la  membrana  plasmática,  e  incluso  la  existencia  de  receptores  de  1,25(OH)2D3 
distintos a VDR [51], aunque ninguna de estas hipótesis está ampliamente aceptada en el campo.  
 
1.3.2. Elementos de respuesta a vitamina D 
El  heterodímero  VDR‐RXR  se  une,  a  través  de  los  respectivos  DBD,  a  secuencias  específicas  de 
nucleótidos dispersas en el genoma denominadas elementos de respuesta a vitamina D (VDREs)  [28, 
29]. Los VDREs clásicos están  formados por  la repetición directa de dos hexanucleótidos separados 
por  3  o  4  nucleótidos  (AGTTCAnnnAGTTCA;  siendo  “n”  cualquier  nucleótido,  denominados DR3  y 
DR4,  respectivamente)  o  por  dos  repeticiones  evertidas  separadas  por  6  ó  9  nucleótidos 
(TGAACTnnnnnnAGTTCA;  denominados  ER6  y  ER9,  respectivamente),  siendo  los  DR3  los  más 
comunes [29, 87]. Al igual que otros miembros de la superfamilia de los receptores nucleares, VDR es 
capaz  de  unirse  a  sus  dianas  genómicas  en  ausencia  de  ligando  [29].  Varios  estudios  de 
inmunoprecipitación  de  cromatina  y  posterior  secuenciación  masiva  (ChIP‐Seq)  han  identificado 
cientos de sitios de unión de VDR en el genoma humano, que  llegan a ser miles tras el tratamiento 
con 1,25(OH)2D3 [29, 89, 188]. Los sitios de unión de VDR se localizan en zonas distantes y cercanas 
de  los  sitios de  inicio de  la  transcripción, en  intrones  y en  secuencias  repetidas.  La  situación más 
común  es  la  de  un  gen  diana  con  múltiples  sitios  de  unión  de  VDR  en  sus  distintas  regiones 
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reguladoras, aunque también hay parejas de genes diana cercanos que comparten uno o más sitios 
de unión de VDR, o  incluso grupos de genes diana que contienen 5 ó 6 sitios de unión de VDR con 
diferentes  características  [27,  29].  También  se  ha  descrito  que  después  de  la  activación  por 
1,25(OH)2D3 una porción de moléculas de VDR cambia de regiones genómicas no‐DR3 a secuencias 
DR3  [29,  179],  pudiendo  servir  las  primeras  como  “almacén”  nuclear  de  VDR  para  ser  utilizado 
rápidamente en presencia de ligando [29]. 
 
1.3.3. Acciones genómicas de la 1,25(OH)2D3 
El modelo más aceptado actualmente establece que en ausencia de  ligando el heterodímero VDR‐
RXR está unido a VDREs presentes en las regiones reguladoras de sus genes diana e interacciona con 
diferentes  correpresores  transcripcionales,  como  los  correpresores  de  receptores  nucleares  1  y  2 
(NCOR1  y  NCOR2),  que  reclutan  complejos  con  actividad  histona  deacetilasa  y  mantienen  la 
cromatina  en  un  estado  transcripcionalmente  reprimido  (Figura  3)  [51,  52,  179].  La  unión  de 
1,25(OH)2D3 produce  la estabilización de VDR al fosforilarse en  la serina 51 del DBD por  la proteína 
quinasa C y en  la serina 208 de  la  región bisagra por  la caseína quinasa  II  [51, 85]. Además, se ha 
propuesto que VDR unido a 1,25(OH)2D3  interacciona  con mayor afinidad  con RXR a  través de  los 
dominios de dimerización [87]. La unión de 1,25(OH)2D3 a VDR produce cambios conformacionales en 
VDR que conllevan la liberación de los correpresores y modulan la posición de la H12 llevándola a una 
posición  “cerrada”  o  “activada”  que  actúa  como  una  plataforma  de  unión  para  coactivadores 
transcripcionales como los coactivadores de receptores nucleares 1, 2 y 3 (NCOA1, NCOA2 y NCOA3), 
la proteína de unión a CREB  (CREBBP o CBP) y  la histona acetiltransferasa P300, así  como para el 
complejo remodelador de  la cromatina PBAF. Estos complejos median conjuntamente  la acetilación 
de histonas y la apertura de la cromatina [42, 51]. A continuación, la proteína 205 de interacción con 
VDR (DRIP205) se une al dominio AF2 de VDR y atrae el complejo Mediador/DRIP/TRIP que contiene 
otras proteínas DRIP y actúa cómo puente con componentes de la maquinaria basal de transcripción, 
como el factor de transcripción 2B (TF2B) y  la RNA polimerasa  II,  iniciándose así  la transcripción de 
los genes diana [51, 52, 177] (Figura 3).  
El mecanismo por el cual  la 1,25(OH)2D3 reprime  la expresión de genes es menos conocido. Se ha 
descrito que  la  represión de PTH y CYP27B1 por 1,25(OH)2D3 está mediada por  la unión de VDR a 
VDRE  negativos  (nVDREs)  similares  a  VDRE‐DR3  pero  cuya  secuencia  repetida  es  una  caja  E 
(CANNTG), estacionándose VDR en la mitad 5´del nVDRE en el caso del gen PTH humano [51]. En esta 
localización  VDR  podría  ser  más  propenso  a  la  modificación  por  proteínas  fosfatasas  que  por 
proteínas quinasas  favoreciendo  la atracción de  correpresores  transcripcionales y dando  lugar a  la 
represión de los genes diana. 
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Figura 3. Regulación de  la  transcripción génica por 1,25(OH)2D3. En ausencia de  ligando el heterodímero VDR‐RXR está 
unido a VDREs en las regiones reguladoras de los genes diana y a diferentes correpresores transcripcionales como NCOR1 y 
NCOR2  que  reclutan  complejos  con  actividad  histona  deacetilasa  para  mantener  la  cromatina  en  un  estado 
transcripcionalmente  inactivo.  La  unión  de  la  1,25(OH)2D3  a  VDR  libera  los  correpresores  y  promueve  la  unión  de 
coactivadores  transcripcionales  como  NCOA1,  NCOA2,  NCOA3,  CBP,  la  histona  acetiltransferasa  P300  y  el  complejo 
remodelador de la cromatina PBAF que conjuntamente median la apertura de la cromatina. A continuación, se une DRIP205 
y el complejo Mediador/DRIP/TRIP que contiene otras proteínas DRIPs y atrae al  factor de  transcripción TF2B y a  la RNA 
polimerasa II para el inicio de la transcripción. 
 
Este mecanismo  de  represión  permite  la  retroregulación  de  la  síntesis  de  la  1,25(OH)2D3  y  la 
regulación negativa de otros genes con nVDREs en sus promotores [51, 86, 177]. En otros casos,  la 
represión génica por 1,25(OH)2D3 está mediada de forma indirecta por otros factores de transcripción 
o por microRNAs (miRNAs o miRs) [5, 42, 66, 77, 119, 170].  
 
1.3.4. Acciones no genómicas de la 1,25(OH)2D3 
Se  han  descrito  acciones  de  la  1,25(OH)2D3  independientes  de  la  transcripción  génica  que  se 
denominan “acciones no genómicas” y que incluyen la regulación de la apertura de canales iónicos o 
de la actividad de distintas enzimas (quinasas, fosfatasas, fosfolipasas, etc) [51]. Estas acciones suelen 
ser  rápidas, pudiendo  tener  lugar  en  segundos o  hasta  en una hora, mientras que  las  respuestas 
genómicas generalmente necesitan varias horas o días para manifestarse completamente y pueden 
ser bloqueadas por inhibidores de la transcripción y de la traducción [51, 85]. Aunque las acciones no 
genómicas  son  independientes de  la  transcripción  génica, pueden  indirectamente afectar a ésta a 
través  de  la  interacción  con  otras  vías  de  señalización.  Así,  en  células  de  cáncer  de  colon  la 
1,25(OH)2D3 aumenta  la entrada de Ca2+ desde el medio externo elevando  su  concentración en el 
citoplasma,  lo que conlleva  la activación transitoria de  la GTPasa de pequeño tamaño RhoA y de su 
efector  la quinasa asociada a Rho  (ROCK). A  continuación,  se produce  la activación de  la proteína 
quinasa activada por mitógenos p38  (p38MAPK), que a su vez activa a  la proteína quinasa activada 
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por mitógenos y estrés 1 (MSK1), siendo  la activación de esta ruta de señalización necesaria para  la 
regulación génica por 1,25(OH)2D3. Así, VDR se requiere para la activación temprana de la cascada de 
señalización  extranuclear  y  para  la  regulación  transcripcional  más  tardía  de  los  genes  diana  de 
1,25(OH)2D3, teniendo una acción dual como factor de transcripción y como activador no genómico 
de RhoA‐ROCK‐p38MAPK‐MSK1 [161, 162, 164]. 
 
2. Cáncer colorrectal 
2.1. Biología del epitelio intestinal 
La  función principal  del  tracto  intestinal  es  la digestión,  absorción de  nutrientes  y  eliminación de 
residuos de  la digestión. El  intestino está anatómicamente dividido en  intestino delgado  (duodeno, 
yeyuno e íleon) e intestino grueso o colon [244], y es un tubo compuesto por tres capas. La capa más 
externa contiene numerosas láminas de músculo liso inervado y es la responsable de la peristalsis, la 
intermedia es la submucosa y está formada por tejido conjuntivo o estromal, y la más cercana a la luz 
del  tubo,  denominada  mucosa,  está  constituida  por  células  epiteliales  cúbicas  que  procesan  y 
absorben  los  nutrientes  [203].  La  superficie  absortiva  del  intestino  aumenta  drásticamente  por 
numerosas  protrusiones  luminales  denominadas  vellosidades  (sólo  en  el  intestino  delgado),  y  por 
invaginaciones hacia la submucosa llamadas criptas de Lieberkühn [203].   
El  epitelio  intestinal  está  constituido por dos  linajes de  células diferenciadas:  los  enterocitos o 
linaje absortivo, y el linaje secretor formado por las células caliciformes, las células enteroendocrinas 
y  las células de Paneth  (éstas últimas sólo en el  intestino delgado) (Figura 4)  [186]. Los enterocitos 
constituyen más del 80% de  las células epiteliales  intestinales. Son células muy polarizadas con un 
borde en cepillo  (microvellosidades) en el polo apical y responsables de secretar hidrolasas y de  la 
absorción y el transporte de nutrientes [186, 244]. Las células caliciformes secretan mucinas y otras 
proteínas necesarias para el movimiento y efectiva expulsión de los contenidos del intestino y para la 
protección  frente  al movimiento  de  cizalla  y  el  daño  químico  [244].  Las  células  enteroendocrinas 
coordinan el funcionamiento del intestino secretando hormonas (serotonina, sustancia P y secretina) 
[38, 244]. Las células de Paneth residen en  la base de  las criptas del  intestino delgado. Poseen una 
región apical alargada  con gránulos que  contienen péptidos antibacterianos  como  las  criptidinas y 
lisozimas  para  controlar  el  contenido microbiano  del  intestino  [38,  186].  Recientemente  se  han 
descrito otros tipos celulares menos abundantes del epitelio intestinal: las células Tuft, las células M 
y las células Cup [35, 76, 84, 158]. 
Todos estos tipos de células diferenciadas se generan a partir de las células troncales del epitelio 
intestinal  que  están  situadas  en  la  base  de  las  criptas,  y  que  por  divisiones  celulares  originan 
progenitores proliferativos, denominados  transit‐amplifying  cells.  Estas  células proliferan  y migran 
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hacia  la  parte  superior  de  la  cripta  intestinal,  y  tras  3  ó  4  divisiones  paran  su  ciclo  celular  y  se 
diferencian a los distintos linajes de células diferenciadas [219]. Aproximadamente 3 días después de 
la  diferenciación  terminal,  las  células  alcanzan  la  superficie  del  epitelio  experimentando  una 
apoptosis  espontánea,  siendo  liberadas  al  lumen  intestinal  [203]. Bajo  las  células  epiteliales de  la 
cripta  y  separados  de  éstas  por  una  membrana  basal  existe  una  envoltura  de  fibroblastos 
especializados denominados fibroblastos pericriptales [186].  
 
 
Figura  4.  Estructura  del  epitelio  intestinal.  La  superficie  del  intestino  grueso  está  formada  por  invaginaciones  hacia  la 
submucosa  llamadas criptas de Lieberkühn. En  la base de  las criptas residen  las células troncales a partir de  las cuales se 
originan  los  progenitores    proliferativos  que  proliferan  y migran  hacia  la  parte  superior  de  la  cripta  donde  paran  su 
proliferación para diferenciarse a las diferentes células diferenciadas.  
 
2.2. Origen y progresión de la neoplasia intestinal 
El cáncer colorrectal (CRC) es una de las neoplasias de mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial 
[236],  siendo  más  del  90%  de  los  casos  de  tipo  esporádico  [112].  El  CRC  hereditario  incluye 
principalmente la poliposis adenomatosa familiar (FAP) y el CRC hereditario no polipósico (HNPCC) o 
síndrome de  Lynch, que  están  causados por  la herencia de un  alelo mutado del  gen  supresor de 
tumores  APC  (FAP)  o  de  alguno  de  los  genes  implicados  en  el  sistema  de  reparación  de  errores 
replicativos (MSH2, MLH1, MSH6, PMS1, PMS2; HNPCC). 
En  los  años  90,  Fearon  y Volgestein desarrollaron un modelo de  evolución  clonal del CRC que 
consiste en una secuencia lineal adenoma‐carcinoma y propusieron que: 1) los tumores colorrectales 
ocurren  como  resultado  de  la  activación mutacional  de  oncogenes  acoplada  a  la  inactivación  de 
genes  supresores  de  tumores;  2)  son  necesarias  mutaciones  en  muchos  genes  para  producir 
carcinomas;  y  3)  las  alteraciones  genéticas  ocurren  en  una  secuencia  preferente,  aunque  es  la 
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acumulación  de  cambios  y  no  el  orden  de  los  mismos  lo  que  determina  las  características 
histopatológicas y clínicas del tumor [63] (Figura 5).  
La primera lesión identificable en el CRC son los focos de criptas aberrantes (ACFs) [155, 203]. Se 
han postulado varios modelos sobre el origen y crecimiento de las ACFs. Volgestein y colaboradores 
sostienen que las células mutantes de la superficie del epitelio del colon se expanden lateralmente y 
hacia abajo para formar nuevas criptas, lo que se conoce como el modelo apico‐basal [212]. Por otro 
lado,  Wright  y  colaboradores  proponen  que  los  adenomas  crecen  de  forma  baso‐apical  [181]. 
Recientemente  se  ha  sugerido  que  ambos modelos  no  son  excluyentes,  sino  dependientes  de  la 
intensidad  de  la  activación  de  la  vía  de  señalización Wnt/β‐catenina  [207]. Otro modelo  aúna  el 
modelo de evolución clonal de Fearon y Volgestein con  la teoría de  las células troncales cancerosas 
(CSC),  población  de  células  tumorales  con  propiedades  de  células  troncales  (autorrenovación  y 
potencial de multidiferenciación)  responsables de  la  iniciación  y progresión del  cáncer  [249].  Este 
modelo postula que la primera mutación ocurre en las células troncales del epitelio colónico o en su 
progenie, y mutaciones sucesivas en una de esas células generan un clon más maligno e  invasivo y 
con mayor  capacidad metastásica  dentro  del  tumor  primario.  Además,  subclones  independientes 
genéticamente diferentes pueden coexistir dentro del tumor [34]. 
Se  han  descrito  dos  rutas  principales  responsables  del  origen  y  progresión  del  CRC.  La  ruta 
supresora, que se asocia a inestabilidad cromosómica (CIN) y es responsable de la FAP y del 80% de 
los  CRC  esporádicos;  y  la  ruta mutadora,  que  produce  inestabilidad  de microsatélites  (MSI)  y  se 
observa en el HNPCC y en el 20% restante de CRC esporádicos [191, 203].  
En  la ruta supresora,  las mutaciones  iniciadoras del proceso conllevan  la activación aberrante de 
la vía de señalización Wnt/β‐catenina [33, 112]. Así, en más del 80% de los CRC que siguen esta ruta, 
la  tumorogénesis  se  inicia  por mutaciones  en  el  gen  supresor  de  tumores  APC,  que  impiden  su 
interacción  con  las  proteínas  AXIN1  y  AXIN2  y  la  formación  del  complejo  de  destrucción  de  β‐
catenina,  lo que produce  la acumulación y el paso de β‐catenina al núcleo, su unión a  factores de 
transcripción  de  la  familia  TCF/LEF  y  la  activación  de  la  transcripción  de  genes  implicados  en 
proliferación, migración,  compromiso  de  linaje  y  diferenciación,  promoviendo  la  formación  de  un 
adenoma [112]. En los casos en los que no está mutado APC, se observan mutaciones de AXIN2 que 
también  impiden  la  formación del  complejo de destrucción o mutaciones de  la propia  β‐catenina 
(codificada por el gen CTNNB1) que  impiden su fosforilación y degradación por el proteasoma [112, 
187, 191], conllevando  también en ambos casos  la activación de  sus genes diana. También  se han 
identificado,  aunque  con menor  frecuencia, mutaciones  en  otros  genes  de  la  ruta  como  RSPO2, 
RSPO3, ZNRF3, RNF43 y TCF7L2/TCF4 [106]. El hecho de que  la mayoría de  los adenomas colónicos 
presenten  mutaciones  en  componentes  de  la  ruta  Wnt/β‐catenina  ha  llevado  a  considerar  la 
activación de dicha ruta como un evento clave e iniciador de esta tumorogénesis. 
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Para  progresar  a  carcinoma,  los  adenomas  deben  acumular  otras  alteraciones.  Así,  muchos 
adenomas portan también mutaciones activadoras del oncogen KRAS o, alternativamente, de BRAF o 
PIK3CA  [62, 191]. Además,  la adquisición de mutaciones  inactivadoras de  la vía de señalización del 
factor  de  crecimiento  transformante  β  (TGF‐β;  principalmente  en  SMAD4,  aunque  también  en 
TGFBR2) y de rutas que controlan la degradación de proteínas (FBXW7), la sobreexpresión de genes 
implicados  en  proliferación  celular  (MYC,  EGFR),  y  la  represión  de marcadores  de  diferenciación 
epitelial  (CDH1/E‐cadherina),  junto con alteraciones epigenéticas confieren características malignas 
adicionales  a  los  adenomas  [62,  203].  La  inactivación  del  gen  TP53  se  observa  en  el  50%  de  los 
tumores de colon y causa modificaciones extra como consecuencia de daños no reparados en el DNA 
y de la consiguiente inestabilidad genética [191, 203]. La acumulación de estas alteraciones conlleva 
la progresión de adenoma a carcinoma  in situ, que posteriormente puede evolucionar a carcinoma 
invasivo y generar metástasis [63, 71] (Figura 5). 
 
Figura 5. Ruta supresora del CRC. Se muestran las principales mutaciones asociadas a las diferentes fases de la progresión 
de  los  tumores  de  colorrectales  que  siguen  la  ruta  supresora.  Los  tumores  presentan  también  otras  anomalías menos 
frecuentes o que no están claramente asociadas a una fase concreta. 
 
La ruta mutadora, y  la MSI asociada a ella, se origina por  la  inactivación de alguno de  los genes 
(MSH2,  MLH1,  MSH3,  MSH6,  PMS1,  o  PMS2)  implicados  en  el  sistema  de  reparación  de 
apareamientos incorrectos (MMR) que tienen lugar principalmente durante la replicación del DNA en 
la fase S del ciclo celular. Esta  inactivación se debe mayoritariamente al silenciamiento epigenético 
por metilación del promotor o, en menor medida, a la mutación de dichos genes [191, 203].  
 
3. Vitamina D y cáncer colorrectal 
En  1980, Garland  y Garland propusieron por primera  vez que  la  radiación UV‐B  y  la  consecuente 
producción de vitamina D en la piel protege frente al CRC. Esta hipótesis se basa en la observación de 
que  la mortalidad por CRC está  inversamente asociada con  la exposición a  la  luz  solar  [74]. Desde 
entonces,  numerosos  estudios  epidemiológicos  han mostrado  que  existe  una  correlación  inversa 
entre los niveles circulantes de 25(OH)D3 (el mejor indicador del estado vitamínico D de un individuo, 
ya que  incluye  la producción endógena y  la procedente de  la dieta) y  la  incidencia y mortalidad por 
CRC [66, 79, 80, 104, 124, 137, 144, 177, 223]. Además, elevados niveles circulantes de 25(OH)D3 pre 
o postdiagnóstico se asocian con una mayor supervivencia en CRC  [66, 137, 223, 263]. De acuerdo 
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con esto, la Agencia Internacional de Investigación en Cáncer de la Organización Mundial de la Salud 
indicó en el año 2008 que la evidencia epidemiológica que apoya la existencia de una relación inversa 
entre los niveles circulantes de 25(OH)D3 y la incidencia de CRC es consistente y convincente, y que, 
por  tanto, es “probable” que exista una relación causal entre  la vitamina D y el CRC. Sin embargo, 
también  señaló  que  para  la  demostración  definitiva  de  causalidad  son  necesarios  más  estudios 
epidemiológicos a gran escala y ensayos clínicos prospectivos [104].  
 
3.1. Expresión de VDR en cáncer colorrectal  
La expresión de VDR es el principal determinante de la respuesta celular a 1,25(OH)2D3, aunque ésta 
también depende de la actividad de las enzimas que sintetizan y catabolizan la 1,25(OH)2D3 (CYP27B1 
y CYP24A1),  y de  los niveles de expresión de  los  correpresores  y  coactivadores de VDR  [66, 177]. 
Varios estudios muestran que VDR  se  expresa en  la mucosa normal del  colon  y que  su expresión 
aumenta en las lesiones precancerosas y en  los estadios tempranos de la tumorogénesis colorrectal 
(ACFs,  pólipos  y  adenomas),  mientras  que  disminuye  en  los  estadios  avanzados,  especialmente 
cuando los tumores están poco diferenciados [39, 40, 142, 151, 209]. Los niveles de VDR también son 
muy bajos en  las metástasis de CRC en nódulos  linfáticos  [142]. Nuestro grupo ha descrito que  los 
factores de  transcripción  SNAIL1  y  SNAIL2  (o  SLUG)  reprimen  la expresión de VDR  y bloquean  las 
acciones antitumorales de  la 1,25(OH)2D3 en células de CRC. De acuerdo con esto, altos niveles de 
estos factores de transcripción correlacionan con baja expresión de VDR en muestras procedentes de 
pacientes con CRC [120, 172, 175]. Esta pérdida de expresión de VDR conllevaría la resistencia a una 
posible  terapia con 1,25(OH)2D3 o sus análogos, y podría, en principio,  limitar  la aplicabilidad de  la 
1,25(OH)2D3 a la prevención y al tratamiento del CRC en etapas tempranas. 
 
3.2. Efectos antitumorales de la 1,25(OH)2D3 en cáncer colorrectal  
Numerosos estudios  con  células en  cultivo  y modelos  animales de CRC muestran que  la  actividad 
antitumoral  de  la  1,25(OH)2D3  en  esta  neoplasia  se  debe  principalmente  a  sus  efectos 
antiproliferativos,  prodiferenciadores  y  proapotóticos.  Estas  acciones  pueden  suceder 
independientemente o conjuntamente, y el efecto predominante puede variar dependiendo de  las 
características  (nivel de expresión de VDR, grado de diferenciación, mutaciones, etc) de  la célula o 
modelo animal utilizado  [51, 54, 136, 163, 177].  
 
3.2.1. Proliferación 
La  inhibición de  la proliferación es uno de  los principales mecanismos  responsables de  los efectos 
antitumorales de la 1,25(OH)2D3 en CRC [136]. La 1,25(OH)2D3 promueve una parada del ciclo celular 
en la fase G0/G1 mediante la inducción de los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p21CIP1 
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y p27KIP1 y la represión de las ciclinas A y F. Además, la 1,25(OH)2D3 inhibe la fase G2/M a través de la 
inducción de GADD45A, implicado en la parada de ciclo celular por daño en el DNA y necesario para 
el mantenimiento  de  la  estabilidad  genómica  [173].  La  1,25(OH)2D3  regula  también  otros  genes 
relacionados  con  la  proliferación  como  c‐MYC,  c‐FOS  y  c‐JUN  [146,  171,  173]  e  interfiere  vías  de 
señalización que promueven el  crecimiento  celular    como  la del  factor de  crecimiento epidérmico 
(EGF)  y  la  del  factor  de  crecimiento  insulínico  (IGF)  [54,  209,  234].  Por  otro  lado,  la  1,25(OH)2D3 
induce  la expresión del  receptor de TGF‐β  tipo 1  (TGFBR1), sensibilizando a  las células de CRC a  la 
acción antiproliferativa del TGF‐β [54]. 
De acuerdo con esto, la 1,25(OH)2D3 y sus análogos inhiben el crecimiento de tumores generados 
en  ratones  inmunodeprimidos por  la  implantación  subcutánea de  células de CRC  (xenografts)  [59, 
115, 229] y en modelos animales de CRC  inducido  con diferentes agentes químicos  [69, 103, 127, 
163, 192]. De  forma similar, el  tratamiento con 1,25(OH)2D3 o sus análogos de ratones ApcMin/+, un 
modelo murino  de  CRC  que  presenta  una mutación  del  gen  Apc  y  desarrolla  espontáneamente 
múltiples adenomas y carcinomas en el  tracto  intestinal  [221], reduce  la carga  tumoral  total  [101]. 
Además,  la deleción de Vdr en dichos  ratones  (ratones ApcMin/+Vdr‐/‐)  incrementa el  tamaño de  los 
tumores,  indicando  la  pérdida  del  efecto  inhibitorio  de  la  1,25(OH)2D3  [122,  267].  También  se  ha 
descrito  que  la  1,25(OH)2D3  y  sus  análogos  tienen  un  efecto  sinérgico  con  determinadas  drogas 
antitumorales  (5‐fluorouracilo,  5‐FU;  irinotecán;  oxaliplatino)  en  la  inhibición  del  crecimiento  de 
xenografts de CRC, y que el tratamiento combinado mejora la supervivencia de los ratones [148‐150]. 
Asimismo, un ensayo clínico reciente ha mostrado que el tratamiento de pacientes con adenomas de 
colon con vitamina D3 durante 6 meses aumenta  la expresión de p21CIP1 en  las criptas de  la mucosa 
normal del recto [65]. 
 
3.2.2. Diferenciación 
Numerosos  trabajos muestran que  la 1,25(OH)2D3 promueve  la adquisición de un  fenotipo epitelial 
diferenciado en células de CRC [177]. La 1,25(OH)2D3 induce la expresión en estas células de enzimas 
que  se  localizan  en  las microvellosidades  de  los  enterocitos  y  que  se  consideran marcadores  de 
diferenciación en el colon, como  la fosfatasa alcalina y  la maltasa [54]. Además, el tratamiento con 
1,25(OH)2D3 aumenta la adhesión célula‐célula y célula‐matriz extracelular a través de la inducción de 
la expresión de proteínas implicadas en la mayoría de estructuras de adhesión celular de los epitelios 
como: E‐cadherina de  las uniones adherentes [171]; ocludina, zonula occludens 1 y 2 (ZO‐1 y ZO‐2), 
claudina‐1,  ‐2,  ‐7  y  ‐12  de  las  uniones  estrechas  [73,  171];  plectina  de  los  desmosomas  y 
hemidesmosomas  [173];  integrina  α3  y  paxilina  de  las  uniones  focales  [162];  y  proteínas 
constituyentes  del  citoesqueleto  de  filamentos  intermedios  como  queratina‐13,  o  asociadas  al 
citoesqueleto de actina como vinculina, filamina A y ezrina [171, 173].  
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La  1,25(OH)2D3  también  induce  la  diferenciación  epitelial  inhibiendo  la  transición  epitelio‐
mesénquima  (EMT),  proceso  por  el  cual  células  epiteliales  polarizadas  se  convierten  en  células 
mesenquimales  móviles  [183].  La  activación  de  la  EMT  depende  de  señales  como  el  TGF‐β  (un 
inductor potente de EMT) y está dirigida por varios factores de transcripción (EMT‐TFs) que imponen 
en  las  células  un  programa  de  expresión  génica  caracterizado  por  la  represión  de  marcadores 
epiteliales como E‐cadherina y la inducción de marcadores mesenquimales [46, 117]. Varios trabajos 
han descrito que  la 1,25(OH)2D3  inhibe  la expresión de  los EMT‐TFs  SNAIL1  y  SNAIL2  (o  SLUG)  en 
ausencia o presencia de  TGF‐β1/β2  en  células de CRC  [41, 70]. Además,  la 1,25(OH)2D3  reduce  el 
aumento de invasión y migración inducido por TGF‐β1/β2 en dichas células.  
 
3.2.3. Apoptosis 
La 1,25(OH)2D3 no  causa por si misma apoptosis en células de CRC, pero sensibiliza a estas células a 
la  apoptosis  activada  por  otros  estímulos  mediante  la  inducción  de  la  expresión  de  proteínas 
proapoptóticas como BAK1 y promoviendo  la salida del núcleo de  la proteína antiapoptótica BAG1 
[14].  De  acuerdo  con  esto,  un  ensayo  clínico  con  pacientes  con  adenomas  de  colon  tratados 
diariamente con vitamina D3 mostró un aumento de  la expresión de  la proteína proapoptótica BAX 
en  las  criptas  de  la mucosa  normal  del  recto,  siendo  el  efecto más  pronunciado  en  la  zona  de 
diferenciación  (mitad superior de  la cripta)  [64]. Además,  la 1,25(OH)2D3 aumenta  la sensibilidad al 
agente  quimioterapéutico  5‐FU  en  células  de  CRC  reprimiendo  la  expresión  de  la  proteína 
antiapoptótica survivina y de la enzima timidilato sintasa, involucrada en la síntesis de DNA de novo y 
que es diana molecular del 5‐FU [130].   
 
3.2.4. Antagonismo de la vía de señalización Wnt/β‐catenina 
Como  se  ha  comentado  previamente,  la  activación  aberrante  de  la  vía  de  señalización  Wnt/β‐
catenina se observa en la mayoría de los CRC y es clave para esta tumorogénesis. La 1,25(OH)2D3 es 
capaz  de  antagonizar  esta  ruta  en  células  de  CRC  por  varios mecanismos.  Primero,  promueve  la 
asociación  de  VDR  con  β‐catenina,  reduciendo  la  cantidad  de  β‐catenina  unida  a  factores  de 
transcripción TCF/LEF  [118, 171, 208]. Segundo,  induce  la expresión de E‐cadherina, que atrae por 
afinidad  a  β‐catenina  causando  la  salida  de  ésta  del  núcleo  y  su  relocalización  en  las  uniones 
adherentes  de  la  membrana  plasmática  [118,  171].  Tercero,  induce  la  expresión  de  DKK1,  un 
inhibidor extracelular de  la vía  [2, 118]. Como consecuencia,  la 1,25(OH)2D3  inhibe  la expresión de 
numerosos genes diana de  la ruta Wnt/β‐catenina como c‐MYC, LEF1, AXIN2, PPARδ, CD44, ENC1 y 
EPHB2  en  células  de  CRC  [122,  123,  171].  Además,  la  1,25(OH)2D3  reprime  de  forma  directa  la 
expresión de  c‐MYC  a  través de múltiples VDREs presentes en  el promotor del  gen  y en  regiones 
intragénicas,  y  de  forma  indirecta  aumentando  la  expresión  de  su  antagonista,  el  represor 
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transcripcional MXD1 [146, 200, 235]. También se ha descrito otro mecanismo de inhibición de la vía 
de señalización Wnt/β‐catenina por 1,25(OH)2D3 que  involucra al estroma  tumoral. Los macrófagos 
secretan  interleuquina‐1β  (IL‐1β)  que  actúa  sobre  las  células  de  CRC  inhibiendo  en  ellas  la 
degradación de β‐catenina,  lo que conlleva una mayor actividad transcripcional de  la ruta en dichas 
células. La 1,25(OH)2D3 reduce  la secreción de  IL‐1β por  los macrófagos, reduciendo así  la actividad 
de la ruta de Wnt/β‐catenina en las células de CRC [110, 118]. 
De  acuerdo  con  esto,  los  tumores  de  los  ratones ApcMin/+Vdr‐/‐  presentan mayores  niveles  de  β‐
catenina nuclear y una expresión más elevada de  los genes diana de  la vía Wnt/β‐catenina que  los 
tumores  de  los  ratones  ApcMin/+Vdr+/+  [122,  267].  Asimismo,  cabe  destacar  que  un  ensayo  clínico 
reciente con pacientes con adenomas de colon ha mostrado que la suplementación con vitamina D3 
reduce la expresión de β‐catenina y aumenta la de E‐cadherina y APC en la zona de diferenciación de 
las criptas de  la mucosa normal del  recto, confirmando  los datos obtenidos en cultivos celulares y 
modelos animales y apoyando  la hipótesis de que  la 1,25(OH)2D3 antagoniza  la vía de  señalización 
Wnt/β‐catenina [3]. 
 
3.2.5. Otros genes diana de 1,25(OH)2D3 en células de CRC 
El primer estudio de los efectos de la 1,25(OH)2D3 sobre la expresión génica global de células de CRC 
mostró que un  alto porcentaje de  los  genes  regulados por  1,25(OH)2D3  están  relacionados  con  la 
transcripción  y  la  adhesión  celular  [173].  Desde  entonces,  nuestro  grupo  ha  caracterizado  la 
implicación de algunos de estos genes en la acción antitumoral de la 1,25(OH)2D3 en esta neoplasia. 
La  1,25(OH)2D3  induce  la  expresión  del  gen  CST5  que  codifica  cistatina D,  un  inhibidor  de  cisteín 
proteasas de la familia de las catepsinas, y del gen KDM6B/JMJD3 que codifica una demetilasa de la 
lisina  27  de  la  histona  H3.  Ambas  proteínas  median  la  inducción  de  E‐cadherina,  los  efectos 
antiproliferativo  y  prodiferenciador,  y  el  antagonismo  de  la  vía  Wnt/β‐catenina  promovidos  por 
1,25(OH)2D3 en células de CRC. Además, inhiben la expresión de EMT‐TFs  como SNAIL1, ZEB1 y ZEB2, 
contribuyendo  así  al mantenimiento  del  fenotipo  epitelial  [6,  176].  Por  otro  lado,  la  1,25(OH)2D3 
inhibe  la expresión de SPROUTY‐2, un  regulador de  la  señalización por  receptores  tirosina quinasa 
que modula el  crecimiento  y  la diferenciación  celular. De hecho,  SPROUTY‐2  reprime  la expresión 
basal y la inducida por 1,25(OH)2D3 de E‐cadherina en células de CRC a través de la elevación de los 
niveles de ZEB1 [11, 12]. Además, nuestro grupo ha descrito que la 1,25(OH)2D3 induce la expresión 
de miR‐22, y que éste media sus efectos antiproliferativos y antimigratorios en células de CRC [5]. 
 
4. Influencia de los fibroblastos asociados a tumores en la progresión tumoral 
El  comportamiento  y  desarrollo  de  los  tumores  está  muy  influenciado  por  el  microambiente  o 
estroma  tumoral  que  los  rodea    [20,  213].  Este  estroma  está  compuesto  por matriz  extracelular 
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(ECM)  y  varios  tipos  de  células  que  interaccionan  con  las  células  tumorales  propiamente  dichas: 
células  endoteliales  sanguíneas  y  linfáticas,  pericitos,  células  del  sistema  inmune,  adipocitos  y 
fibroblastos  [9].  Los  fibroblastos  son  células  no  vasculares,  no  epiteliales  y  no  inflamatorias  que 
constituyen el principal componente celular del estroma tumoral. 
Los fibroblastos normales (NFs) son células con fenotipo fusiforme y un prominente citoesqueleto 
de actina y de  filamentos  intermedios de vimentina  [111]. Están presentes en el  tejido  conjuntivo 
subyacente a los epitelios y son los encargados de la deposición de la ECM y del mantenimiento de su 
homeostasis mediante  la  secreción de  sus proteínas  constituyentes,  así  como de metaloproteasas 
(MMPs) y otras enzimas modificadoras de la ECM. Además, los fibroblastos regulan la diferenciación 
epitelial y  la  formación de  la membrana basal, y están  implicados en procesos  fisiológicos como  la 
cicatrización  de  heridas  [20,  111]. Al  producirse  un  daño  tisular,  las  células  epiteliales  dañadas  o 
células  mononucleares  infiltradas  como  monocitos  o  macrófagos  liberan  diferentes  factores  de 
crecimiento como TGF‐β, EGF, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o el factor de 
crecimiento  de  fibroblastos  2  (FGF2)  que  provocan  que  los  fibroblastos  residentes  en  el  tejido 
adquieran  un  fenotipo  de  “fibroblasto  activado”  o  miofibroblasto  caracterizado  por  una  mayor 
proliferación,  una  reorganización  del  citoesqueleto  de  actina  con  elevada  formación  de  fibras  de 
estrés que  les  confieren alta  contractilidad,  y una  importante alteración de  su  secretoma. Así,  los 
fibroblastos activados contraen  la ECM para acercar  los bordes de  la herida, secretan componentes 
de la ECM para reparar el tejido, y atraen a las células epiteliales para completar el cierre de la herida 
[111, 157]. Otras vías de activación de fibroblastos son la comunicación directa célula‐célula a través 
de moléculas de  adhesión  como  la molécula de  adhesión  intercelular 1  (ICAM1) o  la molécula de 
adhesión  vascular 1 (VCAM1) [31]. La activación se puede producir también por especies reactivas de 
oxígeno  (ROS)  de  modo  dependiente  o  independiente  de  TGF‐β  [48,  210],  por  el  factor  del 
complemento C1 o por una composición alterada de la ECM [111].  
Existe también activación de fibroblastos en algunas situaciones patológicas como  la  inflamación 
crónica,  la  fibrosis  y  él  cáncer.  Los  fibroblastos  activados  presentes  en  el  entorno  tumoral  se 
denominan fibroblastos asociados a tumores (CAFs), se encuentran en casi todos los tumores sólidos 
(aunque  su  abundancia  varía  según  el  tipo  de  cáncer),  y  tienen  un  papel  clave  en  la  progresión 
tumoral [83, 111, 157, 213].   
 
4.1. Características de los fibroblastos asociados a tumores 
4.1.1. Marcadores de CAFs 
Los CAFs pueden identificarse por una serie de marcadores moleculares como la α‐actina de músculo 
liso  (α‐SMA),  la  proteína  de  unión  a  calcio  S100A4  (también  denominada  proteína  específica  de 
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fibroblastos 1),  la proteína de activación de  fibroblastos  α  (FAP‐α), el antígeno neuro‐glial 2  (NG2; 
también  denominado  proteoglicano  de  tipo  condroitín  sulfato  4),  el  receptor  de  PDGF  de  tipo  β 
(PDGFR‐β), o  la podoplanina (PDPN) [168, 206, 222]. Sin embargo, ninguno de estos marcadores es 
exclusivo de los CAFs, ya que pueden expresarse en otros tipos celulares reflejando la plasticidad de 
las células del estroma  [9]: algunos NFs expresan α‐SMA, se ha detectado expresión de S100A4 en 
células  epiteliales  sometidas  a  procesos  de  EMT  y  en  células  derivadas  de  la medula  ósea  como 
macrófagos que  responden al daño  tisular,  los pericitos expresan PDGFR‐β,  y PDPN  se expresa en 
algunas células tumorales y es también un marcador de vasos linfáticos [8, 9, 88, 159, 167, 184]. Por 
tanto,  permanece  sin  identificar  un marcador  exclusivo  de  los  CAFs  que  los  distinga  de  los  NFs 
residentes en el tejido o de otros tipos celulares que puedan estar presentes en el entorno tumoral 
[19].  
 
4.1.2. Origen de los CAFs 
Los CAFs presentan una elevada heterogeneidad que se debe principalmente a que pueden proceder 
de distintos orígenes según el tejido en el que se genera el tumor y el microambiente local paracrino 
[9].  El  origen  más  directo  de  los  CAFs  son  los  NFs  residentes  en  el  tejido,  como  consecuencia 
principalmente de  la acción que sobre éstos ejerce el TGF‐β secretado por  las células de carcinoma 
[88,  215].  Estos  fibroblastos  activados  pueden,  a  su  vez,  secretar  elevadas  cantidades  de  TGF‐β 
generando  una  señalización  paracrina  y  amplificando  la  reacción  estromal,  lo  que  mantiene  la 
activación  de  los  fibroblastos  residentes  en  el  tejido  [24].  Otra  fuente  de  CAFs  son  las  células 
troncales  mesenquimales,  que  tras  la  estimulación  por  moléculas  derivadas  de  las  células  de 
carcinoma pueden transdiferenciarse a miofibroblastos [9, 157, 213]. Por otro lado, una población de 
NFs o de células troncales mesenquimales puede adquirir alteraciones que conlleven su activación, 
dando  lugar  a  una  expansión  y  selección  clonal  [213]. Además  de  estas  fuentes  locales,  los  CAFs 
pueden proceder de células endoteliales, pericitos, adipocitos, y de fibrocitos derivados de la medula 
ósea. Como consecuencia de distintas señales liberadas por el tumor, todas estas células pueden ser 
reclutadas al entorno tumoral y sufrir una transdiferenciación a miofibroblastos [9, 24, 111, 178]. El 
proceso  por  el  cual  las  células  endoteliales  se  transdiferencian  a miofibroblastos  se  denominada 
transición endotelio‐mesénquima (EndMT) y conlleva la represión de CD31 y la inducción de S100A4 
[9, 24, 157]. Asimismo, los CAFs pueden originarse a partir de células epiteliales normales o de células 
de carcinoma a través del proceso de EMT, aunque en el segundo caso podrían distinguirse de otros 
CAFs del entorno  tumoral por presentar  las alteraciones genéticas características de  las células de 
carcinoma (Figura 6) [111, 157, 213]. 
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4.1.3. Propiedades protumorales de los CAFs 
Se ha propuesto que los CAFs contribuyen a cada una de las etapas de la progresión tumoral, desde 
estadios tempranos hasta el crecimiento de  las células tumorales en  las metástasis, aunque no está 
claro si son capaces de producir  la transformación maligna de células epiteliales normales  [9, 111]. 
Los CAFs promueven la tumorogénesis por múltiples mecanismos (Figura 6). Secretan citoquinas (IL‐
6, CXCL8, CXCL12) y  factores de  crecimiento  como TGF‐β, EGF, el  factor de  crecimiento endotelial 
vascular (VEGF) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) que actúan paracrinamente sobre las 
células de  carcinoma  y  sobre otras  células del entorno  tumoral  como  células del  sistema  inmune, 
células endoteliales y pericitos [9, 20]. De esta manera, los CAFs pueden inducir la EMT en las células 
de  carcinoma  incrementando  sus  capacidades  migratorias  y  metastásicas,  y  también  promover 
cambios metabólicos  en  las  células  tumorales  que  favorecen  su  adaptación  a  las  disponibilidades 
metabólicas del  tumor contribuyendo así a  la  tumorogénesis. Además, se ha descrito que  los CAFs 
aumentan  la población de CSCs presente en  los  tumores promoviendo  la pluripotencialidad de  las 
células  tumorales  a  través  de  la  secreción  de  IL‐6,  IL‐17A,  CXCL7,  prostaglandina  E2  y  HGF  que 
modulan  la  ruta  de  señalización  Wnt/β‐catenina  en  las  células  cancerosas.  Los  CAFs  también 
promueven el reclutamiento al entorno tumoral de progenitores de  la médula ósea y expresan una 
firma de expresión génica proinflamatoria que crea un microambiente que atrae células mieloides y 
apoya el crecimiento del tumor y la angiogénesis [9, 23, 157] (Figura 6). 
Por otro lado, los CAFs sintetizan, depositan y remodelan (volumen, composición proteica, grado 
de  rigidez  y  orientación  de  las  fibras  de  colágeno)  la  ECM  del  estroma  tumoral  aumentando  la 
secreción  de  algunas  de  sus  proteínas  constituyentes  como  colágeno  tipo  I,  tenascina  C  y 
fibronectina, e induciendo la expresión de MMPs y de otras enzimas que modifican la ECM (Figura 6). 
En  general, el estroma  tumoral  contiene más  cantidad de ECM que el  tejido normal, ésta es más 
rígida, organizada en fibras de colágeno paralelas entre sí y perpendiculares al frente de  invasión, y 
su composición  facilita  la migración e  invasión por parte de  las células de carcinoma, ya que éstas 
expresan  proteínas  de  adhesión  celular  con  elevada  afinidad  por  los  componentes  de  la  ECM. 
Asimismo,  la ECM del estroma  tumoral  facilita  la angiogénesis  [24, 233]. Aunque  la resistencia a  la 
quimioterapia  adquirida  por  las  células  cancerosas  se  considera  un  proceso  autónomo,  el 
microambiente  tumoral  puede  participar  en  la misma  protegiendo  a  las  células  tumorales  de  la 
apoptosis mientras  dichas  células  adquieren  las mutaciones  necesarias  para  la  protección  celular 
intrínseca. Este proceso puede estar mediado por citoquinas y factores secretados por los CAFs o por 
otros tipos celulares del estroma tumoral que actúan sobre  las células neoplásicas promoviendo en 
ellas  la  degradación  o  redistribución  de  activadores  de  apoptosis,  aumentando  la  estabilidad  de 
proteínas antiapoptóticas, y modulando la expresión de reguladores del ciclo celular. 
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Figura 6. Propiedades protumorales de los fibroblastos asociados a tumores. Los CAFs son una población heterogénea con 
diferentes origenes, que contribuyen a la progresión tumoral llevando a cabo diferentes acciones protumorales. 
 
Además, como se ha comentado previamente, los CAFs inducen la EMT en las células neoplásicas, 
lo que también contribuye a su mayor resistencia a quimioterapia. También se ha descrito que esta 
insensibilización a drogas promovida por el estroma tumoral puede estar mediada por mecanismos 
de  señalización  activados  en  las  células  tumorales  como  consecuencia  de  su  adhesión  a 
determinados componentes de  la ECM o de contactos directos célula‐célula con células estromales. 
Asimismo, se ha observado que una elevada cantidad de matriz extracelular dificulta el acceso de la 
quimioterapia a las células tumorales [157] (Figura 6). 
Así, cabe pensar que la combinación de terapias dirigidas contra las células estromales y contra las 
células  de  carcinoma  podría  proveer  beneficios  terapéuticos  para  los  pacientes  con  cáncer.  Sin 
embargo,  la  función  de  los  fibroblastos  estromales  en  la  progresión  tumoral  es  compleja,  ya  que 
también  se  han  propuesto  efectos  antitumorales  de  estas  células  [169,  193].  Por  lo  tanto, 
tratamientos  dirigidos  a  la  reprogramación  de  fibroblastos  activados  a  fibroblastos  no  activados 
podrían ser más efectivos que aquellos enfocados a la depleción general del estroma [157]. 
 
 27 
 
4.2. Fibroblastos asociados a tumores en cáncer colorrectal  
En  el  colon  normal  (Figura  4),  los  fibroblastos  pericriptales  que  rodean  el  fondo  de  las  criptas  
secretan factores Wnt que activan la vía de señalización Wnt/‐catenina en las células troncales del 
epitelio colónico y en los progenitores proliferativos, manteniendo así su proliferación. A medida que 
los  progenitores  proliferativos  ascienden  por  la  cripta,  pierden  el  contacto  con  los  factores Wnt 
procedentes de los fibroblastos pericriptales, por lo que la vía Wnt/‐catenina se inhibe y las células 
paran  su proliferación  y  se diferencian.  La  activación  aberrante de  la  vía debido  a  las mutaciones 
previamente comentadas conlleva la generación de un adenoma y el comienzo de la tumorogénesis 
colónica  [243,  245].  Sin  embargo,  se  ha  observado  que  para  que  exista  una  elevada  localización 
nuclear de ‐catenina y la activación de la vía sea máxima, las células tumorales deben recibir señales 
adicionales. Dichas señales proceden, en su mayoría, de los CAFs del estroma tumoral que secretan, 
entre  otros  factores,  proteínas  activadoras  de  la  vía  como  Wnts  y  R‐Spondinas,  citoquinas 
inflamatorias,  la  proteína  secretada  ácida  y  rica  en  cisteína  (SPARC)  y  HGF,  que  actúan 
paracrinamente sobre las células de carcinoma e hiperactivan la vía de señalización Wnt/β‐catenina, 
promoviendo así la progresión del CRC  [48, 49, 125, 249]. 
El  TGF‐β  tiene  un  efecto  inhibitorio  al  inicio  de  la  tumorogénesis  colónica  por  su  acción 
antiproliferativa  en  las  células  de  origen  epitelial.  Sin  embargo,  la mayoría  de  las  células  de  CRC 
pierden su sensibilidad a TGF‐β como consecuencia de la adquisición de mutaciones inactivadoras de 
la ruta [82, 134, 141]. Curiosamente, dichas células secretan altos niveles de TGF‐β que actúa sobre 
los fibroblastos estromales provocando su activación [88]. Los CAFs así activados secretan numerosos 
factores como la angiopoyetina‐4 (ANGPTL4), el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), la 
IL‐11 y el VEGF‐A que actúan sobre las células de carcinoma aumentando su capacidad iniciadora de 
tumores y su potencial metastásico [22, 166]. Además, los fibroblastos activados por TGF‐β expresan 
niveles elevados de  tenascina C y HGF, que conjuntamente promueven  la  invasión de  la matriz de 
colágeno por las células de CRC [50]. De acuerdo con esto, altos niveles de TGF‐β correlacionan con 
elevada expresión de α‐SMA, presencia de desmoplasia (cantidad elevada de ECM que acompaña a 
algunos tumores por activación excesiva de los fibroblastos estromales) y mal pronóstico en CRC [88]. 
Muchos otros  factores  secretados están  implicados en  los efectos protumorales de  los CAFs en 
CRC. Las células de CRC  liberan citoquinas como IL‐1β y el factor de necrosis tumoral α (TNF‐α) que 
estimulan en  los CAFs  la secreción de altos niveles de  IL‐6, una citoquina proinflamatoria  [24, 152, 
157, 233]. A su vez,  la  IL‐6 promueve que  los CAFs secreten VEGF. VEGF  induce  la permeabilización 
microvascular generando  la extravasación de proteínas del plasma  como  la  fibrina y atrayendo un 
flujo  de  fibroblastos,  células  inflamatorias  y  células  endoteliales,  y  favoreciendo  una  ECM  rica  en 
fibronectina y colágeno tipo I, lo que promueve la angiogénesis [111, 233]. Adicionalmente, los CAFs 
de colon secretan EGF, IGF1, IGF2, prostaglandina E2, PDGF, FGF1 y VEGF [45, 153, 174], que activan 
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las  rutas  de  señalización  de  MAPK  y  PI3K/AKT  implicadas  en  proliferación  celular  (señalización 
antiapoptótica), síntesis proteica, remodelación del citoesqueleto e invasión [233]. Por otro lado, los 
CAFs de colon expresan altos niveles de las MMPs protumorales MMP‐2 y MMP‐12 y de las proteínas 
de la ECM tenascina C y laminina β1 que están implicadas en promover la invasión y la metástasis de 
las células de carcinoma [196]. 
Recientemente,  se  ha  identificado  al  EMT‐TF  SNAIL1  como  un  importante  inductor  de  las 
capacidades protumorales de  los CAFs de CRC y de otros carcinomas, así como de  las propiedades 
tumorales de  las células mesenquimales que originan  los sarcomas  [4, 91, 92, 220, 266]. Herrera y 
colaboradores han mostrado que  los CAFs de colon expresan niveles superiores de SNAIL1 que  los 
NFs, y que  la expresión de SNAIL1 es necesaria para  los efectos protumorales de  los fibroblastos en 
CRC:  inducción de  la migración y  la proliferación de  las células de carcinoma  [91]. De acuerdo con 
esto, la expresión de SNAIL1 correlaciona con la de los marcadores de fibroblastos activados α‐SMA y 
FAP‐α  en  muestras  procedentes  de  pacientes  con  CRC  [91],  y  la  expresión  de  SNAIL1  en  el 
compartimento estromal de  los  tumores colorrectales se asocia con una peor supervivencia de  los 
pacientes [72]. Además, SNAIL1 está  implicado en  la producción y remodelación (orientación de  las 
fibras) de  la ECM por  los CAFs promoviendo  la  formación de una matriz rígida con  fibras alineadas 
que favorece  la migración e  invasión de  las células de carcinoma [220]. Asimismo,  la enzima LOXL2, 
perteneciente a la familia de las lisil oxidasas (LOX) e implicada en el entrecruzamiento de  las fibras 
de colágeno de  la ECM y  la estabilización de SNAIL1, se sobreexpresa en  los CAFs de colon y es un 
factor de mal pronóstico en esta neoplasia [238]. 
Apoyando  el  papel  protumoral  de  los  CAFs  en  CRC,  varios  trabajos  indican  que  los  tumores 
colorrectales con peor pronóstico presentan un porcentaje superior de estroma, una mayor reacción 
desmoplásica, más fibroblastos estromales, y elevada expresión de marcadores de CAFs [37, 94, 102, 
216, 241]. En los últimos años se han desarrollado varias clasificaciones moleculares del CRC basadas 
en perfiles de expresión génica y pronóstico clínico de los pacientes [23, 47, 107, 140, 197]. Varios de 
los estudios coinciden en que los subtipos de CRC más agresivos y que presentan peor pronóstico se 
caracterizan por  tener un perfil de expresión génica estromal  [23, 107]. Dichos subtipos presentan 
una expresión elevada de genes  inducidos en  las células estromales por el TGF‐β secretado por  las 
células de carcinoma [22]. Por tanto, se ha propuesto que  los subtipos de CRC con peor pronóstico 
podrían predecirse por la expresión de un reducido número de genes o proteínas estromales [17, 23].  
Esto pone de manifiesto la importancia del estroma y del microambiente tumoral en la progresión y 
pronóstico del CRC.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objetivos
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En los últimos años se ha puesto de manifiesto la importancia del estroma o microambiente tumoral, 
y más concretamente de  los CAFs, en  la progresión del cáncer. Por otro  lado, numerosos estudios 
epidemiológicos muestran que niveles elevados de 25(OH)D3 en plasma se asocian con una menor 
incidencia  y mortalidad  por  CRC. De  acuerdo  con  esto,  se  ha  caracterizado  extensamente  que  la 
1,25(OH)2D3 ejerce acciones antitumorales regulando la expresión génica y el fenotipo de las células 
de carcinoma de colon. Sin embargo, los posibles efectos de la 1,25(OH)2D3 sobre los CAFs de colon y 
sobre la interacción entre éstos y las células de carcinoma de colon no han sido descritos. 
 
A la vista de estos antecedentes, los objetivos de esta Tesis Doctoral fueron: 
 
1‐ Analizar la sensibilidad a 1,25(OH)2D3 y los efectos de ésta en fibroblastos de diferentes orígenes. 
 
2‐  Caracterizar  la  sensibilidad  a  1,25(OH)2D3  de  cultivos  primarios  de  NFs  y  CAFs  derivados  de 
pacientes  con  CRC  y  estudiar  los  efectos  de  la  1,25(OH)2D3  sobre  dichos  fibroblastos  y  sobre  su 
interacción con las células de carcinoma de colon. 
 
3‐ Determinar el patrón de expresión génica inducido por 1,25(OH)2D3 en cultivos primarios de NFs y 
CAFs derivados de pacientes con CRC. 
 
4‐ Estudiar  la expresión de VDR y de algunos de  los genes diana de 1,25(OH)2D3  identificados en el 
objetivo anterior en muestras  tumorales de pacientes con CRC y determinar su posible correlación 
con la supervivencia de los pacientes. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Materiales y Métodos
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1. Muestras humanas 
En esta Tesis Doctoral se han utilizado dos grupos de muestras de pacientes con CRC con diferentes 
características  y  procedencia  para  dos  finalidades  distintas:  establecer  cultivos  primarios  de 
fibroblastos humanos de colon normal y tumoral, y analizar la expresión de determinadas proteínas 
por inmunohistoquímica. 
Para establecer  los cultivos primarios de  fibroblastos humanos se emplearon  tejidos  frescos del 
tumor primario de colon y de la mucosa colónica morfológicamente normal (tomada al menos a 5 cm 
de  distancia  del margen  quirúrgico)  de  32  pacientes  con  CRC  sometidos  a  cirugía  en  el  Hospital 
Universitario La Paz (Madrid, España) entre los años 2013 y 2015. Las muestras fueron facilitadas por 
el Biobanco del Instituto de Investigación Hospital Universitario La Paz (RD09/0076/00073) integrado 
en  la Red Nacional de Biobancos del  Instituto de Salud Carlos  III. Este estudio  fue aprobado por el 
Comité  Ético  de  Investigación  Clínica  del Hospital Universitario  La  Paz  (HULP‐PI‐1425)  y  todos  los 
pacientes  dieron  su  consentimiento  informado  por  escrito.  Los  datos  clinicopatológicos  de  los 
pacientes  (Tabla  1)  se  obtuvieron  de  las  historias  clínicas  e  incluyen  edad  y  género  del  paciente, 
localización  y  grado  de  diferenciación  del  tumor  primario,  presencia  de  metástasis  en  nódulos 
linfáticos  regionales  y  de metástasis  distantes,  y  estadio  de  la  enfermedad  establecido  según  los 
criterios del American Joint Committee on Cancer (AJCC). Esta clasificación clínica del CRC es  la más 
usada  en  la  actualidad  y  se  basa  en  el  sistema  TNM  que  tiene  en  cuenta  la  extensión  del  tumor 
primario (T), la afectación de nódulos linfáticos regionales (N), y la existencia de metástasis distantes 
(M) [156]. Según esta clasificación, los pacientes en estadio AJCC 0 presentan un carcinoma in situ sin 
afectación  de  nódulos  linfáticos  regionales  ni  presencia  de metástasis  distantes,  los  pacientes  en 
estadio AJCC I presentan un tumor primario que invade como máximo la capa muscular gruesa más 
externa  que  rodea  al  colon  (muscularis  propria)  sin  afectación  de  nódulos  linfáticos  regionales  ni 
presencia de metástasis distantes, los pacientes en estadio AJCC II presentan un tumor primario que 
atraviesa  la muscularis propria e  invade tejidos, estructuras u órganos adyacentes sin afectación de 
nódulos  linfáticos  regionales ni presencia de metástasis distantes,  los pacientes en estadio AJCC  III 
presentan metástasis en nódulos  linfáticos regionales, y  los pacientes en estadio AJCC  IV presentan 
metástasis distantes. 
Para los estudios de inmunohistoquímica se utilizaron secciones de tumores primarios de colon de 
658  pacientes  con  CRC  metastásico  procedentes  del  Biobanco  de  la  Fundación  Jiménez  Díaz 
(PT13/0010/0012;  Madrid,  España)  integrado  en  la  Red  Nacional  de  Biobancos.  Para  ello  se 
seleccionaron retrospectivamente pacientes diagnosticados con CRC metastásico entre los años 1998 
y  2009  que  cumplieran  los  siguientes  criterios:  disponibilidad  de  tejido  del  tumor  primario, 
diagnóstico de adenocarcinoma, presencia de metástasis distantes, ausencia de utilización de terapia 
neoadyuvante antes de  la extirpación del  tumor primario, y  seguimiento clínico del paciente  (18,7 
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meses  de  seguimiento  clínico  de  media).  De  acuerdo  con  las  recomendaciones  clínicas  de  la 
Fundación Jiménez Díaz y de  la Sociedad Europea de Oncología Médica [242], el seguimiento de  los 
pacientes se realizó cada 3‐6 meses e incluyó examen físico, tomografía axial computarizada torácica 
y abdominal, y medición de los niveles del antígeno carcinoembrionario. Los datos clinicopatológicos 
de  los pacientes  (Tabla 11)  se obtuvieron de  las historias clínicas e  incluyen edad, género y grado 
ECOG  del  paciente,  número  y  localización  de  las  metástasis,  y  tratamiento  quimioterápico 
administrado. La escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) se utiliza para evaluar la calidad 
de vida del paciente con cáncer y clasifica a los mismos desde grado 0 (paciente asintomático) hasta 
grado  5  (paciente  fallecido)  (http://ecog‐acrin.org/resources/ecog‐performance‐status)  [160]. 
También se recogieron  los datos de respuesta a  la terapia y de  la supervivencia de  los pacientes. La 
supervivencia  global  (OS)  se  definió  como  el  tiempo  transcurrido  desde  el  diagnóstico  de  la 
metástasis hasta la muerte del paciente por cualquier causa o hasta la fecha del último seguimiento. 
La  supervivencia  libre de progresión  (PFS)  se calculó desde el primer día de  tratamiento  sistémico 
para la metástasis hasta que se detecta progresión de la enfermedad o hasta la muerte del paciente 
por cualquier causa. La progresión de la enfermedad se definió como cualquier cambio en el aspecto 
radiológico  de  una  lesión  que  cumpla  los  criterios  RECIST  (Criterios  para  Evaluar  Respuesta  en 
Tumores  Sólidos)  para  progresión  de  enfermedad  [58],  la  aparición  de  una  nueva  lesión maligna 
originada a partir del mismo tumor, o el desarrollo de un nuevo tumor en el mismo o en diferente 
órgano.  Este  estudio  fue  aprobado  por  el  Comité  Ético  de  Investigación  Clínica  de  la  Fundación 
Jiménez Díaz (PIC‐15/2014) y todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito. 
 
2. Establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos de colon humano 
Los cultivos primarios de fibroblastos se obtuvieron a partir de tejidos frescos procedentes de piezas 
quirúrgicas de pacientes con CRC siguiendo la técnica de crecimiento a partir de explante [93, 95]. Las 
muestras del tumor primario de colon y de la mucosa colónica morfológicamente normal del mismo 
paciente se  lavaron varias veces con PBS y se  incubaron durante 30 min en PBS suplementado con 
0,5 mg/ml  Primocin  (Invivogen,  San Diego,  California,  EEUU),  0,1 mg/ml  gentamicina  y  0,5  µg/ml 
anfotericina B (ambos de Life Technologies, Carlsbad, California, EEUU). A continuación, los tejidos se 
cortaron en pequeñas piezas de aproximadamente 3 mm3 de tamaño que se colocaron en botellas de 
cultivo  (flasks) en presencia de suero  fetal bovino  (FBS)  (Life Technologies) suplementado con 0,25 
mg/ml  Primocin.  Después  de  una  semana  y  para  facilitar  el  crecimiento  de  los  fibroblastos,  se 
reemplazó  el  FBS  por  Fibroblast  Growth Medium‐2  (FGM‐2;  Lonza,  Basel,  Suiza).  Los  fibroblastos 
crecieron alrededor del explante durante aproximadamente 3 semanas (Figura 13), momento en el 
cual  los  fragmentos de  tejido  se  retiraron  y  los  fibroblastos  se  recuperaron por  tripsinización.  Los 
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fibroblastos  primarios  se  subcultivaron  rutinariamente  en  un  ratio  1:2  en  FGM‐2,  y  todos  los 
experimentos se realizaron con fibroblastos en pase 7 como máximo. 
 
3. Cultivos celulares 
Las  líneas  celulares  IMR90  (ATCC  CCL‐186),  BJ‐hTERT  (ATCC  CRL‐4001),  NIH3T3  (ATCC  CRL‐1658), 
CCD18Co  (ATCC  CRL‐1459), HT29  (ATCC HTB‐38), HCT116  (ATCC  CCL‐247),  CACO2  (ATCC HTB‐37), 
MCF7  (ATCC HTB‐22), HEK293T  (ATCC  CRL‐3216)  y  SW480‐ADH  se  cultivaron  en DMEM  10%  FBS 
(ambos  de  Life  Technologies).  Las  células  SW480‐ADH  son  una  subpoblación  derivada  de  la  línea 
celular  SW480  (ATCC  CCL‐228)  [171]  y  las  células  SW480‐ADH  shVDR  y  shControl  se  generaron 
previamente en el  laboratorio  [162]. La  línea celular THP1  (ATCC TIB‐202) se cultivó en RPMI‐1640 
10% FBS (ambos de Life Technologies). Las líneas celulares se autentificaron periódicamente usando 
el GenPrint 10 System (Promega, Fitchburg, Wisconsin, EEUU), y los resultados se compararon con los 
disponibles  en  la base de datos de  líneas  celulares de  la American  Type Culture Collection  (ATCC; 
Manassas, Virginia, EEUU). Las células se trataron con 100 nM 1,25(OH)2D3 (Sigma‐Aldrich, San Louis, 
Missouri, EEUU) o con el volumen correspondiente de vehículo (etanol). Para  los experimentos que 
se  indica  las  células  se  trataron  con 100 ng/ml de  las quimioquinas  recombinantes CCL2, CCL11 o 
CCL13 (R&D Systems, Minneapolis, Minesota, EEUU) o con el volumen correspondiente de vehículo 
(0,5% BSA).  Las  células HEK293T  se  transfectaron  transitoriamente  con un  vector de expresión de 
VDR humano (cedido por la Dra. Ana Aranda, Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”, 
Madrid,  España)  o  con  el  vector  vacío  (pSG5)  utilizando  JetPEI  transfection  reagent  (PolyPlus 
Transfection,  Illkirch,  Francia),  y  las  células  se  analizaron  tras 48 h.  Las  imágenes de  contraste de 
fases de los cultivos celulares se capturaron con una cámara digital DS‐L1 acoplada a un microscopio 
invertido TS100 (Nikon, Tokio, Japón) y se procesaron utilizando el programa Adobe Photoshop CS6 
(San Jose, California, EEUU). 
 
4. Análisis de la expresión de proteínas mediante inmunofluorescencia en células en cultivo 
Las  células  se  crecieron  sobre  cristales  y  se  fijaron  con  metanol  frío.  Los  sitios  inespecíficos  se 
bloquearon con PBS al 0,5% BSA y los cristales se incubaron con anticuerpos primarios anti‐vimentina 
(M7020,  Dako,  Glostrup,  Dinamarca),  anti‐α‐SMA  (A5228,  Sigma‐Aldrich),  anti‐citoqueratina‐18 
(61028, Progen, Heidelberg, Alemania), anti‐E‐cadherina (610182, BD Bioscience, San Jose, California, 
EEUU) o anti‐VDR (12550, Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, EEUU), y después con 
los  anticuerpos  secundarios  correspondientes  conjugados  con  el  fluoróforo  AlexaFluor‐488  (Life 
Technologies).  Para  evaluar  las  reacciones  inespecíficas  de  los  anticuerpos  secundarios,  cristales 
equivalentes  se  incubaron  sin anticuerpo primario o con una  IgG control del mismo  isotipo que el 
anticuerpo primario  (3900, Cell Signaling; para el marcaje de VDR). A continuación,  los cristales  se 
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incubaron  con DAPI  (Sigma‐Aldrich) para  teñir el núcleo  celular  y  se montaron utilizando ProLong 
Gold Antifade Reagent (Life Technologies). Las imágenes se adquirieron con un microscopio confocal 
espectral  LSM710  (Carl  Zeiss, Oberkochen, Alemania)  usando  láseres  de  ion  argón  (488  nm)  y  de 
diodo violeta (405 nm). Las imágenes se adquirieron secuencialmente por registro directo utilizando 
el programa ZEN 2009 (Carl Zeiss). Todas las imágenes se procesaron usando Adobe Photoshop CS6. 
 
5. Extracción de RNA y RT‐qPCR 
El RNA total de las líneas celulares y de los fibroblastos primarios se obtuvo utilizando el NucleoSpin 
miRNA extraction kit  (Macherey‐Nagel, Düren, Alemania). El RNA  total de  los  tejidos  (Human Total 
RNA  Master  Panel  II)  se  adquirió  a  Clontech  (Mountain  View,  California,  EEUU).  El  RNA  fue 
retrotranscrito usando el iScript cDNA Synthesis kit (Bio‐Rad, Hercules, California, EEUU). La reacción 
de qPCR se realizó en un CFX384 Real‐Time PCR Detection System (BioRad) usando TaqMan Universal 
Master Mix II o Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies). La reacción de qPCR se inició 
con un paso de desnaturalización a 95ºC durante 10 min y consistió en 40 ciclos de desnaturalización 
a 95ºC durante 15 s y alineamiento y elongación a 60ºC durante 30 s. Se utilizaron sondas TaqMan 
para  CYP24A1  (Hs00167999_m1),  CHRDL1  (Hs01035484_m1),  NID2  (Hs01547192_m1),  SEMA3B 
(Hs01090156_m1),  TIMP3  (Hs00927214_m1),  CD82  (Hs01017982_m1),  CXCL12  (Hs00171022_m1), 
CCL11  (Hs00237013_m1),  CCL13  (Hs00234646_m1),  S100A4  (Hs00243202_m1),  CYTL1 
(Hs01573280_m1),  CCL2  (Hs00234140_m1),  GAPDH  (Hs02758991_g1),  B2M  (Hs99999907_m1)  y 
RPLP0  (Hs99999902_m1)  (Life  Technologies);  y  oligonucleótidos  cebadores  para  VDR  (Directo: 
AACGCTGTGTGGACATCGGC;  Reverso:  CGCAGACTGTCCTTCAAGGC),  OPN  (Directo: 
TTGCAGTGATTTGCTTTTGC;  Reverso:  GTCATGGCTTTCGTTGGACT),  SDHA  (Directo: 
TGGGAACAAGAGGGCATCTG;  Reverso:  CCACCACTGCATCAAATTCATG),  Cyp24a1  de  ratón  (Directo: 
CGCCTTCCAAAAGAAACTCA;  Reverso:  CCCCATAAAATCAGCCAAGA)  y  Sdha  de  ratón  (Directo: 
CAGACCTGCGGCTTTCAC; Reverso: TCCAGCGCCTACAACCAC) (Sigma‐Aldrich). En los experimentos con 
líneas celulares, los valores de expresión de RNA se normalizaron con respecto al gen constitutivo de 
referencia  SDHA  usando  el método  de  comparación  de  CT.  En  los  experimentos  con  fibroblastos 
primarios, los valores de expresión de RNA se normalizaron de forma independiente con respecto a 
los tres genes constitutivos de referencia GAPDH, B2M y RPLP0 usando el método de comparación de 
CT y se calculó la media. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. 
 
6. Análisis de la expresión de proteínas mediante Western Blot  
Los  extractos  totales  celulares  se  prepararon  por  lisis  celular  durante  25 min  en  hielo  utilizando 
tampón  RIPA  suplementado  con  inhibidores  de  proteasas  y  fosfatasas.  A  continuación,  el  lisado 
celular se centrifugó a 13.000  rpm durante 10 min a 4ºC y se  recogió el sobrenadante. Los  lisados 
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tumorales  se  obtuvieron  a  partir  de  tumores  colorrectales  embebidos  en  OCT  (Optimal  Cutting 
Temperature).  Se  realizaron  10  cortes  de  10  µm  de  espesor  de  cada  tumor  (para  obtener 
aproximadamente 50 mg de tejido) que se trituraron con un homogeneizador eléctrico y se  lisaron 
durante 45 min en hielo con tampón RIPA suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas. A 
continuación, el  lisado tumoral se sonicó en hielo a baja amplitud durante 3  intervalos de 30 s y se 
centrifugó a 10.000 x g durante 5 min a 4ºC. Tras incubar durante 15 min más en hielo, se centrifugó 
a 13.000 x g durante 10 min a 4ºC y se recogió el sobrenadante. 
Las proteínas se separaron por SDS‐PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF bloqueadas con 
5%  BSA  que  se  incubaron  con  anticuerpos  primarios  anti‐VDR  (para  la  Figura  7:  04‐1526, Merck 
Millipore, Billerica, Massachussetts, EEUU; para la Figura 22: D12550, Cell Signaling Technology), anti‐
β‐actina  (sc‐1616,  Santa  Cruz  Biotechnology,  Santa  Cruz,  California,  EEUU)  o  anti‐GAPDH  (G9545, 
Sigma‐Aldrich), y a continuación con los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con la 
peroxidasa HRP. Para evaluar  las reacciones  inespecíficas del anticuerpo secundario utilizado en  los 
Western Blots de VDR en la Figura 22, membranas equivalentes se incubaron sin anticuerpo primario 
o con una IgG control del mismo isotipo que el anticuerpo anti‐VDR (3900, Cell Signaling Technology). 
La unión del anticuerpo se visualizó con el sistema de detección Enhanced chemiluminescence (ECL; 
GE  Healthcare,  Chalfont  St.  Gills,  Reino  Unido).  Las  películas  fotográficas  se  escanearon  con  un 
escáner  HP  Scanjet  G2710  (Palo  Alto,  California,  EEUU)  y  se  procesaron  con  el  programa  Adobe 
Photoshop CS6. La cuantificación se hizo por densitometría utilizando el programa Image J (National 
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EEUU). 
 
7. Ensayos de proliferación celular 
El  ensayo  utilizado  se  basa  en  la  reducción  metabólica  de  la  sal  amarilla  bromuro  de  3‐(4,5‐
dimetiltiazol‐2‐il)‐2,5‐difenil‐tetrazolio (MTT) a cristales púrpura de formazán por enzimas presentes 
en  las  células metabólicamente  activas.  Los  fibroblastos  se  sembraron  en placas de  cultivo de  24 
pocillos  y  se  trataron  con  100 nM  1,25(OH)2D3 o  vehículo. A  los  tiempos  indicados,  las  células  se 
incubaron con solución MTT (concentración final 0,5 mg/ml, Merck Millipore) durante 4 h a 37ºC. En 
este  periodo  se  formaron  cristales  de  formazán  insolubles  en  agua  que  se  solubilizaron  con 
isopropanol  0,04  M  HCl  durante  30  min  a  temperatura  ambiente.  A  continuación,  el  tinte  de 
formazán se cuantificó usando el espectrofotómetro de microplacas VersaMax  (Molecular Devices, 
Sunnyvale, California, EEUU) y se calculó el resultado de restar la absorbancia obtenida a 630 nm de 
la obtenida a 570 nm (Abs 570 ‐ Abs 630). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. 
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8. Ensayos de contracción de geles de colágeno 
Los  geles  de  colágeno  se  prepararon  mezclando  los  fibroblastos  con  colágeno  bovino  de  tipo  I 
(PureCol, Advanced Biomatrix, San Diego, California, EEUU), 5x DMEM, 0,1 M NaOH y agua destilada 
(concentración  final:  1,7  mg/ml  PureCol,  1x  DMEM  y  3  mM  NaOH)  en  presencia  de  100  nM 
1,25(OH)2D3 o vehículo. La mezcla se sembró en placas de cultivo de 24 pocillos y se dejó polimerizar. 
Una vez polimerizado, se añadió medio de cultivo con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo para mantener 
el mismo tratamiento. Tras 24 h y para iniciar la contracción de los geles de colágeno (tiempo 0), los 
geles se  levantaron de  la placa de 24 pocillos y se transfirieron a placas de cultivo de 6 pocillos que 
contenían medio de cultivo con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo. A los tiempos indicados, se tomaron 
imágenes  con  una  cámara  digital  E4500  (Nikon)  acoplada  a  un microscopio  estereoscópico MZ6 
(Leica, Wetzlar, Alemania), y el área de los geles se cuantificó con el programa Image J. Las imágenes 
se  procesaron  utilizando  el  programa  Adobe  Photoshop  CS6.  Los  experimentos  se  realizaron  por 
triplicado.  
 
9. Ensayos de migración e invasión celular 
Para  los ensayos de migración e  invasión celular se sembraron en medio de cultivo sin FBS y en el 
compartimento  superior  de  insertos  de  tipo  Transwell  con  poros  de  8 µm  (Corning  Incorporated, 
Corning, Nueva York, EEUU) el mismo número de fibroblastos pretratados durante 48 h con 100 nM 
1,25(OH)2D3  o  con  vehículo.  Para  los  ensayos  de  invasión,  la  superficie  superior  del  inserto  se 
preincubó con 12,5 g de Matrigel Basement Membrane Matrix (BD Bioscience). En ambos casos, se 
añadió  medio  de  cultivo  con  FBS  al  compartimento  inferior  y  ambos  compartimentos  se 
suplementaron con 100 nM de 1,25(OH)2D3 o vehículo para mantener el tratamiento previo. Tras 4 h 
(migración de NIH3T3), 24 h (invasión de NIH3T3, y migración de IMR90 y BJ‐hTERT) o 72 h (invasión 
de  IMR90),  las  células  de  la  superficie  superior  del  inserto  se  retiraron  usando  bastoncillos  de 
algodón  y  las  células  adheridas  a  la  superficie  inferior  (células  que  habían migrado/invadido)  se 
tiñeron con el reactivo Diff‐Quik (Dade Behring, Deerfield, Illinois, EEUU). Las imágenes de las células 
teñidas  (10  campos/inserto)  se  capturaron  con  una  cámara  digital Olympus DP70  (Center  Valley, 
Pensilvania,  EEUU)  montada  en  un  microscopio  Axiophot  (Carl  Zeiss),  y  las  células  que  habían 
migrado/invadido  se  contaron  con el programa  Image  J.  Las  imágenes  se procesaron utilizando el 
programa Adobe Photoshop CS6. Los experimentos se realizaron por triplicado.   
Para  los  ensayos  de  inducción  de  la migración  de  las  células  SW480‐ADH  por  los  fibroblastos, 
éstos se sembraron en el compartimento inferior de insertos de tipo Transwell con poros de 8 µm y 
se  trataron con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h. Pasado ese  tiempo,  la monocapa de 
fibroblastos  se  lavó,  se  añadió  medio  de  cultivo,  y  las  células  SW480‐ADH  se  sembraron  en  el 
compartimento superior de los insertos en medio de cultivo sin FBS (Figura 17). Tras 24 h, el número 
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de  células  SW480‐ADH  que  habían  migrado  se  cuantificó  del  mismo  modo  que  se  ha  descrito 
anteriormente. Los experimentos se realizaron por triplicado y como control se utilizaron insertos en 
los que no se habían sembrado fibroblastos en el compartimento inferior. 
 
10.  Análisis de la expresión génica global mediante microarrays  
El RNA  total de 7 parejas de  cultivos primarios de NFs  y CAFs procedentes del mismo paciente  y 
tratados  con  100  nM  1,25(OH)2D3  o  vehículo  durante  48  h  se  obtuvo  como  se  ha  descrito  en  el 
apartado de extracción de RNA. Los RNAs se marcaron usando el One‐Color Microarray‐Based Gene 
Expression Analysis (Low Input Quick Amp Labelling) Kit y se hibridaron con Human Gene  Expression 
G3 60K V.2 Microarrays (design  ID 039494) (ambos de Agilent Technologies, Santa Clara, California, 
EEUU). Las  imágenes se analizaron y cuantificaron con el Agilent Feature Extraction Software V.11.5 
que realiza una cuantificación característica y correcciones aditivas detrend.  
La  corrección  de  la  señal  de  fondo  de  los  microarrays  se  llevó  a  cabo  utilizando  el  método 
normexp.  Para  normalizar  todos  los  datos  se  realizó  una  normalización  loess  dentro  de  cada 
microarray  y  una  normalización  por  cuantiles  entre  los  distintos  microarrays.  Los  genes 
diferencialmente  expresados  entre  las  dos  condiciones  experimentales  a  comparar  se  obtuvieron 
aplicando modelos lineales y test t pareados disponibles en el paquete de programas Bioconductor´s 
limma (http://www.bioconductor.org) [218]. El nivel estimado de significación estadística (p valor) se 
ajustó para comparaciones múltiples utilizando  la corrección Benjamini & Hochberg False Discovery 
Rate (FDR). Aquellos genes con FDR < 0,05 se seleccionaron como diferencialmente expresados entre 
las  dos  condiciones  experimentales.  El  análisis  de  enriquecimiento  funcional  en  términos  de 
ontología génica (GO) de los genes diferencialmente expresados se realizó con el programa Database 
for Annotation, Visualization and  Integrated Discovery V6.7  (DAVID; http://david.abcc.ncifcrf.gov/), 
seleccionándose  aquellos  términos GO  que  estaban  significativamente  (FDR  <  0,05)  enriquecidos. 
Para analizar el  solapamiento entre  los genes diferencialmente expresados por el  tratamiento  con 
1,25(OH)2D3  en  NFs  y  en  CAFs  se  realizaron  diagramas  de  Venn 
(http://www.cmbi.ru.nl/cdd/biovenn/). 
 
11. Inmuhistoquímica en tumores colorrectales humanos y análisis estadísticos asociados 
Se utilizaron secciones de 3 µm de espesor de tumores colorrectales humanos fijados en formalina y 
embebidos  en  parafina.  El  desenmascaramiento  del  antígeno  se  llevó  a  cabo  por  calor  (95ºC)  en 
tampón EDTA pH 9.0 durante 20 min en la plataforma PT Link (Dako). A continuación, se bloqueó la 
peroxidasa  endógena  y  el marcaje  se  realizó mediante  incubaciones  sucesivas  con  el  anticuerpo 
primario  contra  la proteína de  interés, el  Flex+  linker  correspondiente  (Dako),  y el polímero  Flex+ 
acoplado  a peroxidasa  (Dako).  El  revelado  se  realizó  con 3,3´‐diaminobencidina  y  las  secciones  se 
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contratiñeron  con  hematoxilina.  La  señal  se  detectó  usando  el  Nuance  FX Multispectral  Imaging 
System  (Caliper  Life  Sciences, Hopkinton, Massachusetts, EEUU)  como previamente  se ha descrito 
[26].  Los  anticuerpos  empleados  fueron:  anti‐VDR,  anti‐CD82  (12550  y  12439,  Cell  Signaling 
Tecnology)  y  anti‐S100A4  (A5114,  Dako).  Para  evaluar  la  especificidad  del marcaje  de  VDR,  tres 
secciones equivalentes de  intestino delgado de  ratones Vdr+/+  y Vdr‐/‐  [122, 129]  y de 10  tumores 
colorrectales humanos se incubaron con anticuerpo anti‐VDR, con una IgG control del mismo isotipo 
que el anti‐VDR (3900, Cell Signaling Technology), o sin anticuerpo primario. Para  la tinción de VDR 
en  tejidos de  ratón,  la  incubación  con el Flex+  linker  se  sustituyó por una  incubación  con una  IgG 
control de ratón (Dako). 
Para determinar el punto de corte para establecer  los grupos de tumores con expresión baja vs 
alta de VDR, S100A4 o CD82 se realizó un análisis ROC (Receiver Operating Characteristic) para cada 
proteína considerando como punto final clínico la muerte específica por CRC vs pacientes censurados 
(pérdida del seguimiento, vivo, o muerto por otras causas), según se ha descrito previamente [194, 
269]. Con este análisis, se calcula la sensibilidad y especificidad de diferentes puntos de corte para los 
valores  de  expresión  de  la  proteína  de  interés  y  se  determina  el  punto  en  el  cual  la  suma  de 
sensibilidad y especificidad es máxima. Los tumores con valores de expresión superiores o inferiores 
a dicho punto  se  consideraron  como  tumores  con expresión alta o baja de  la proteína de  interés, 
respectivamente.  Se  realizaron  análisis  de  supervivencia  Kaplan‐Meier  con  test  de  log‐rank  para 
trazar  las gráficas de  supervivencia y estimar  las diferencias entre pacientes  con expresión alta  vs 
baja  de  VDR,  S100A4  o  CD82.  El  valor  pronóstico  de  la  expresión  de  VDR  y  de  otras  variables 
clinicopatológicas se estimó primero mediante un análisis univariante de regresión de Cox utilizando 
como puntos finales clínicos OS o PFS desde el evento metastásico. A continuación, y para identificar 
variables con valor pronóstico independiente, se realizó un análisis multivariante de regresión de Cox 
incluyendo las variables con valor pronóstico significativo identificadas en el análisis univariante. Las 
asociaciones  entre  la  expresión de VDR  y  las  características  clinicopatológicas de  los pacientes  se 
analizaron con el test χ2 (test exacto de Fisher), y las correlaciones entre la expresión de VDR y la de 
CD82 o S100A4 en los fibroblastos del estroma de los tumores colorrectales se calcularon con el test 
U  de Mann‐Whitney.  Los  análisis  estadísticos  se  realizaron  con  el  programa  SPSS V13.0  (Chicago, 
Illinois, EEUU). Todos los p valores son bilaterales. 
 
12. Análisis del fenotipo de  inestabilidad de microsatélites y de mutaciones de BRAF en tumores 
colorrectales humanos 
El fenotipo de MSI se determinó mediante el análisis por inmunohistoquímica de la expresión de las 
proteínas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 del sistema MMR en tumores colorrectales humanos usando 
anticuerpos primarios frente a dichas proteínas (M3640, M3639, M3636 y M3647; Dako) y según el 
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protocolo  detallado  en  el  apartado  anterior.  Se  consideró  expresión  positiva  de  las  proteínas  al 
marcaje nuclear de las mismas en las células tumorales, utilizando el núcleo de linfocitos infiltrantes 
y/o de células estromales normales presentes en  la misma  sección de  tejido como control  interno 
positivo; y como falta de expresión a la ausencia completa de marcaje nuclear de las proteínas en las 
células tumorales existiendo marcaje positivo del control  interno. Siguiendo  las guías de  la National 
Comprehensive Cancer Network (http://www.nccn.org/), los tumores que carecen de expresión de al 
menos una de  las proteínas analizadas  fueron clasificados como  tumores deficientes en el sistema 
MMR y con fenotipo de MSI. 
Para  analizar  el  estado mutacional  de  la  valina  600  (V600)  de  BRAF  en  tumores  colorrectales 
humanos se extrajo DNA genómico de secciones de 5 µm de espesor de tumores fijados en formalina 
y embebidos en parafina usando el cobas DNA Sample Preparation Kit (Roche Molecular Diagnostics, 
Pleasanton, California, EEUU). La cantidad de DNA se determinó usando el Nanodrop 2000 (Thermo 
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU) y se ajustó a una concentración fija por reacción de PCR. 
El DNA se amplificó y detectó usando el cobas 4800 System y el cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test 
(ambos de Roche Molecular Diagnostics). Este ensayo se basa en la tecnología qPCR y la detección se 
logra  por  el  análisis  de  una  curva  de  disociación  que  va  de  40ºC  a  95ºC  (TaqMelt).  En  todos  los 
análisis  se  incluyeron  controles  positivos,  negativos  y  un  calibrador  para  confirmar  la  validez  del 
ensayo. Además, la amplificación, la detección, el control de calidad del ensayo y la interpretación de 
los resultados están estandarizados en el sistema.  
 
13. Análisis estadísticos 
En  los  experimentos  con  cultivos  primarios  y  líneas  celulares,  los  resultados  se  expresan  como  la 
media ± SEM y la significancia estadística se analizó con el test t de Student no pareado de dos colas 
utilizando el programa GraphPad Instat3 (La Jolla, California, EEUU). Las diferencias se consideraron 
estadísticamente significativas cuando p < 0,05. *  indica p < 0,05, ** p < 0,01, y *** p < 0,001. La 
correlación entre la expresión de RNA de VDR y de CYP24A1 en los cultivos primarios se calculó con el 
coeficiente de correlación de Pearson utilizando el programa SPSS V13.0. Los análisis estadísticos de 
los resultados del estudio de la expresión génica global mediante microarrays y de los resultados de 
las  inmunohistoquímicas de  los  tumores  colorrectales humanos  se han detallado  en  las  secciones 
correspondientes. 
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1. Efectos de la 1,25(OH)2D3 en fibroblastos de distintos orígenes   
1.1. Fibroblastos de distintos orígenes expresan VDR y responden a 1,25(OH)2D3 
Como un primer acercamiento al estudio de los posibles efectos de la 1,25(OH)2D3 en los fibroblastos 
del estroma  tumoral, analizamos  la expresión de VDR y  la sensibilidad a 1,25(OH)2D3 de  tres  líneas 
celulares  establecidas  de  fibroblastos  de  diferentes  orígenes:  IMR90  (fibroblastos  de  pulmón 
humano), BJ‐hTERT  (fibroblastos de piel humana  inmortalizados con el gen humano que codifica  la 
telomerasa) y NIH3T3 (fibroblastos embrionarios de ratón). Como se observa en la Figura 7, los tres 
tipos de fibroblastos expresan niveles basales de VDR (RNA y proteína) que, como se ha descrito en 
otros  tipos  celulares  [120,  162,  172,  176,  247],  aumentan  en  respuesta  al  tratamiento  con 
1,25(OH)2D3. 
 
 
Figura 7. Fibroblastos de diferentes orígenes expresan VDR. (A) Análisis mediante Western Blot de la expresión de proteína 
de  VDR  en  fibroblastos  IMR90,  BJ‐hTERT  y  NIH3T3  tratados  con  100  nM  1,25(OH)2D3  o  vehículo  durante  los  tiempos 
indicados. Como control de carga se utilizó β‐actina. Se muestran imágenes de un experimento representativo (izquierda) y 
la media ± SEM de  la cuantificación de  tres experimentos  independientes  (derecha).  (B) Análisis mediante RT‐qPCR de  la 
expresión de RNA de VDR en fibroblastos IMR90, BJ‐hTERT y NIH3T3 tratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 
los tiempos indicados. Los datos se normalizaron con respecto a la expresión del gen constitutivo SDHA según se indica en 
Materiales y Métodos. Se muestra la media ± SEM de tres experimentos independientes. 
 
A continuación analizamos en las mismas líneas celulares la expresión de RNA de dos genes diana 
de 1,25(OH)2D3: CYP24A1 (Figura 8A) y OPN (que codifica  la osteopontina) (Figura 8B). Aunque con 
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distinta magnitud y cinética,  la 1,25(OH)2D3  induce significativamente  la expresión de ambos genes 
en  los tres tipos de fibroblastos. Estos resultados muestran que  fibroblastos de diferentes orígenes 
expresan VDR y responden a 1,25(OH)2D3. 
 
 
Figura 8. Fibroblastos de diferentes orígenes responden a 1,25(OH)2D3. Análisis mediante RT‐qPCR de la expresión de RNA 
de  CYP24A1  (A)  y  de OPN  (B)  en  fibroblastos  IMR90,  BJ‐hTERT  y NIH3T3  tratados  con  100  nM  1,25(OH)2D3  o  vehículo 
durante  los tiempos  indicados. Los datos se normalizaron con respecto a  la expresión del gen constitutivo SDHA según se 
indica en Materiales y Métodos. Se muestra la media ± SEM de tres experimentos independientes. 
 
1.2. La 1,25(OH)2D3 inhibe las acciones protumorales de fibroblastos de distintos orígenes 
Una de las acciones antitumorales más generales e importantes de la 1,25(OH)2D3 es la inhibición de 
la proliferación celular  [136]. Además,  se ha descrito que  los  fibroblastos activados presentan una 
proliferación  incrementada con respecto a  los fibroblastos normales [111, 138, 232]. Por todo esto, 
realizamos  ensayos  de MTT  para  analizar  si  la  1,25(OH)2D3 modula  esta  propiedad  en  las  líneas 
celulares de fibroblastos que previamente habíamos caracterizado que expresan VDR y responden a 
1,25(OH)2D3.  Observamos  que  la  1,25(OH)2D3  inhibe  (aproximadamente  un  20%  a  las  48  h  de 
tratamiento) la proliferación de los fibroblastos IMR90 (Figura 9A) y NIH3T3 (Figura 9B). Sin embargo, 
no  encontramos  diferencias  entre  la  tasa  proliferativa  de  los  fibroblastos  BJ‐hTERT  tratados  con 
1,25(OH)2D3 o tratados con vehículo (datos no mostrados).  
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Figura 9.  La 1,25(OH)2D3  inhibe  la proliferación de  fibroblastos de diferentes orígenes.  Efecto de 100 nM 1,25(OH)2D3 
sobre  la proliferación de  fibroblastos  IMR90  (A) y NIH3T3  (B) a  los  tiempos  indicados. Los  resultados  se muestran como 
porcentaje respecto a la proliferación de los fibroblastos tratados con vehículo a cada tiempo (% control). Se representa la 
media ± SEM de tres experimentos independientes. 
 
La  activación  de  los  fibroblastos  conlleva  un  incremento  de  sus  capacidades  migratorias  e 
invasivas  [111]. Por  tanto, nuestro  siguiente paso  fue  analizar  la posible  acción de  la 1,25(OH)2D3 
sobre dichas  capacidades en  las  líneas  celulares de  fibroblastos utilizando ensayos de migración e 
invasión con insertos de tipo Transwell. Estos estudios mostraron que el tratamiento con 1,25(OH)2D3 
inhibe significativamente la migración de los fibroblastos IMR90, BJ‐hTERT y NIH3T3 (Figura 10), y la 
invasión de los fibroblastos IMR90 y NIH3T3 (Figura 11). La capacidad invasiva de los fibroblastos BJ‐
hTERT es muy reducida, lo que impidió su estudio.  
 
 
Figura  10.  La  1,25(OH)2D3  inhibe  la migración  de  fibroblastos  de  diferentes  orígenes.  Fibroblastos  IMR90,  BJ‐hTERT  y 
NIH3T3 pretratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h se sembraron sobre  insertos de tipo Transwell con 
poros de 8 m y su capacidad migratoria se analizó a las 4 h (NIH3T3) o a las 24 h (IMR90 y BJ‐hTERT) según lo descrito en 
Materiales y Métodos. Se incluyen las imágenes de un experimento representativo mostrando las células que han migrado y 
se  localizan  en  la  superficie  inferior  de  los  insertos  (derecha)  y  la  cuantificación  (media  ±  SEM)  de  tres  experimentos 
independientes (izquierda). Los resultados se muestran como porcentaje respecto a la migración de las células tratadas con 
vehículo (% control). Barra de escala, 100 µm. 
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Figura  11.  La  1,25(OH)2D3  inhibe  la  invasión  de  fibroblastos  de  diferentes  orígenes.  Fibroblastos  IMR90  y  NIH3T3 
pretratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h se sembraron sobre insertos de tipo Transwell con poros de 8 
m recubiertos con Matrigel Basement Membrane Matrix y su capacidad invasiva se analizó a las 24 h (NIH3T3) o a las 72 h 
(IMR90) según lo descrito en Materiales y Métodos. Se incluyen las imágenes de un experimento representativo mostrando 
las células que han invadido y se localizan en la superficie inferior de los insertos (derecha) y la cuantificación (media ± SEM) 
de tres experimentos independientes (izquierda). Los resultados se muestran como porcentaje respecto a la invasión de las 
células tratadas con vehículo (% control). Barra de escala, 50 µm. 
 
Estudiamos también la capacidad de los fibroblastos IMR90, BJ‐hTERT y NIH3T3 de reorganizar las 
fibras de la ECM y contraer geles de colágeno, una propiedad asociada al fenotipo "activado" de los 
fibroblastos del estroma tumoral. Para ello,  los fibroblastos se embebieron en geles de colágeno en 
presencia de 1,25(OH)2D3 o vehículo, y se cuantificó la reducción observada en el tamaño del gel de 
colágeno como consecuencia de  la contracción ejercida por  los fibroblastos. Como se muestra en  la 
Figura 12, el tratamiento con 1,25(OH)2D3  inhibe  la capacidad de contraer geles de colágeno en  las 
tres líneas celulares: a todos los tiempos analizados, los geles de colágeno conteniendo fibroblastos e 
incubados con 1,25(OH)2D3 son significativamente más grandes que aquellos que han sido tratados 
con vehículo. El efecto de la 1,25(OH)2D3 es especialmente evidente en los fibroblastos NIH3T3. 
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Figura 12. La 1,25(OH)2D3  inhibe  la capacidad de contraer geles de colágeno de fibroblastos de diferentes orígenes. Los 
fibroblastos  se  embebieron  en  geles  de  colágeno  en  presencia  de  100  nM  1,25(OH)2D3  o  vehículo  y  el  área  del  gel  de 
colágeno  se midió a  los  tiempos  indicados  como  se detalla en Materiales y Métodos. Para  cada  tipo  celular  se  incluyen 
imágenes de un experimento representativo mostrando  la apariencia de  los geles de colágeno a cada tiempo (abajo) y  la 
cuantificación (media ± SEM) de tres experimentos independientes (arriba). Barras de escala, 400 µm. 
 
2. Efectos de la 1,25(OH)2D3 en cultivos primarios de fibroblastos normales y asociados a tumores 
derivados de pacientes con cáncer colorrectal  
2.1. Establecimiento  de  cultivos  primarios  de  fibroblastos  normales  y  asociados  a  tumores  
derivados de pacientes con cáncer colorrectal 
A  la vista de  los resultados obtenidos con  las  líneas celulares establecidas de fibroblastos  indicando 
su sensibilidad a 1,25(OH)2D3 y las diversas acciones de probable relevancia en tumorogénesis que la 
1,25(OH)2D3 ejerce en dichas células, establecimos cultivos primarios de NFs y CAFs de colon humano 
a partir de biopsias frescas de tejido tumoral y de mucosa colónica normal de 32 pacientes con CRC 
sometidos a cirugía en el Hospital Universitario La Paz siguiendo la técnica de crecimiento a partir de 
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explante descrita en Materiales y Métodos (Figura 13). Las características clinicopatológicas de los 32 
pacientes se detallan en la Tabla 1. 
 
Figura 13. Establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos a partir de biopsias de pacientes con CRC. Imágenes de 
microscopía  de  contraste  de  fases  que  muestran  el  establecimiento  de  un  cultivo  primario  de  fibroblastos  de  colon 
mediante  la  técnica  de  crecimiento  a  partir  de  explante.  Se  observa  cómo  los  fibroblastos migran  hacia  el  exterior  del 
fragmento  de  tejido  (explante)  y  crecen  a  su  alrededor.  A  las  3  semanas  aproximadamente  (cuando  el  explante  está 
rodeado  de  fibroblastos),  se  retira  el  tejido  y  se  recuperan  los  fibroblastos  por  tripsinización,  que  posteriormente  se 
amplifican y se utilizan para los experimentos. Barra de escala, 100 µm. 
 
Tabla 1. Características clinicopatológicas de los pacientes con CRC a partir de cuyas biopsias se establecieron los cultivos 
primarios de NFs y CAFs. 
Paciente  Género  Edad  Localización del tumor 
Grado de 
diferenciación 
del tumor 
Estadio 
AJCC1 
Metástasis 
en nódulos 
linfáticos 
Metástasis 
distantes 
  9  Mujer  84  Colon derecho  Moderado  II  Negativo  Negativo 
11  Hombre  60  Colon izquierdo  Poco  II  Negativo  Negativo 
16  Mujer  77  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
17  Mujer  49  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
20  Hombre  80  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
23  Hombre  87  Colon derecho  Moderado  IV  Negativo  Positivo 
24  Mujer  58  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
25  Hombre  81  Colon izquierdo  Poco  III  Positivo  Negativo 
27  Mujer  55  Colon derecho  Moderado  III  Positivo  Negativo 
28  Hombre  58  Colon derecho  Moderado  IV  Positivo  Positivo 
29  Hombre  86  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
30  Hombre  81  Colon izquierdo  Moderado  III  Positivo  Negativo 
34  Hombre  76  Colon derecho  Moderado  II  Negativo  Negativo 
35  Hombre  70  Colon derecho  Moderado  II  Negativo  Negativo 
36  Hombre  68  Colon derecho  Moderado  II  Negativo  Negativo 
38  Hombre  58  Colon derecho  Moderado  III  Positivo  Negativo 
42  Mujer  80  Colon izquierdo  Poco  III  Positivo  Negativo 
43  Mujer  47  Colon derecho  Moderado  IV  Positivo  Positivo 
44  Mujer  68  Colon izquierdo  Moderado  III  Positivo  Negativo 
45  Hombre  75  Colon izquierdo  Moderado  I  Negativo  Negativo 
46  Mujer  76  Colon derecho  Moderado  II  Negativo  Negativo 
47  Mujer  77  Colon derecho  Poco  II  Negativo  Negativo 
48  Hombre  83  Colon izquierdo  Moderado  IV  Positivo  Positivo 
49  Hombre  60  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
50  Hombre  72  Colon izquierdo  Poco  IV  Positivo  Positivo 
51  Hombre  84  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
52  Mujer  83  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
53  Hombre  81  Colon izquierdo  Moderado  II  Negativo  Negativo 
54  Hombre  47  Colon izquierdo  Moderado  III  Positivo  Negativo 
55  Hombre  63  Colon izquierdo  Moderado  III  Positivo  Negativo 
56  Mujer  82  Colon izquierdo  Moderado  IV  Negativo  Positivo 
58  Mujer  86  Colon izquierdo  Moderado  I  Negativo  Negativo 
1Para detalles, véase Materiales y Métodos. 
 53 
 
En todos los casos, confirmamos la pureza de los cultivos primarios (ausencia de contaminación con 
células  de  origen  epitelial)  analizando  la  expresión  en  los mismos  de marcadores  de  fibroblastos 
(vimentina  y  α‐SMA)  y  la  ausencia  de  expresión  de marcadores  epiteliales  (citoqueratina‐18  y  E‐
cadherina) (Figura 14). 
 
Figura 14. Caracterización fenotípica de los cultivos primarios de fibroblastos derivados de pacientes con CRC. Imágenes 
representativas de microscopía de contraste de fases y de inmunofluorescencia de una pareja de cultivos primarios de NFs y 
CAFs mostrando  la morfología celular,  la expresión de marcadores de  fibroblastos  (vimentina y α‐SMA), y  la ausencia de 
expresión de marcadores de células epiteliales (citoqueratina‐18 y E‐cadherina). Los núcleos aparecen teñidos con DAPI. Las 
células de carcinoma de colon HT29 tienen un origen epitelial y se utilizaron como control. Barras de escala, 60 µm. 
 
2.2. Los  cultivos  primarios  de  fibroblastos  normales  y  asociados  a  tumores  derivados  de 
pacientes con cáncer colorrectal expresan VDR y responden a 1,25(OH)2D3 
En primer lugar estudiamos la expresión de VDR en los 32 cultivos primarios de NFs y CAFs derivados 
de pacientes con CRC. Todos los cultivos primarios analizados expresan RNA de VDR, existiendo una 
diferencia entre los fibroblastos con mayor y menor expresión de 4 veces en NFs y de 9 veces en CAFs 
(Figura  15A).  No  encontramos  diferencias  estadísticamente  significativas  en  la  expresión  de  VDR 
entre NFs  y  CAFs.  Al  igual  que  se  observa  en  las  líneas  celulares  establecidas  de  fibroblastos,  el 
tratamiento con 1,25(OH)2D3 incrementa la expresión de RNA de VDR en los cultivos primarios de NFs 
y CAFs (Figura 15B). A continuación, comparamos los niveles de expresión de VDR de los fibroblastos 
primarios y de las líneas celulares de fibroblastos con los de líneas celulares de distintos orígenes que 
responden  a  1,25(OH)2D3  y  tejidos  que  expresan  altos  (intestino  delgado,  colon,  riñón)  o  bajos 
(músculo esquelético, corazón, hígado) niveles de VDR [89, 120, 247, 254, 255] (Tabla 2). En términos 
generales,  la expresión de VDR de  los  fibroblastos primarios de  colon es  similar  a  la de  las  líneas 
celulares establecidas de fibroblastos y también a la observada en las células THP1, CACO2 y HCT116, 
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y en tejidos diana de 1,25(OH)2D3 como el riñón y el colon. Por otro lado, dicha expresión es 10 veces 
superior aproximadamente a la detectada en los tejidos con baja expresión de VDR (Tabla 2). 
 
Figura 15.  Los  cultivos primarios de NFs  y CAFs de  colon expresan VDR  y  responden a 1,25(OH)2D3.  (A) Análisis de  la 
expresión  de  RNA  de  VDR mediante  RT‐qPCR  en  32  cultivos  primarios  de NFs  y  CAFs  de  colon  humano.  Los  datos  se 
normalizaron  frente  a  la  expresión  de  los  genes  constitutivos  GAPDH,  B2M  y  RPLP0  según  se  indica  en Materiales  y 
Métodos, y los resultados se muestran con respecto a la expresión obtenida en la línea celular de fibroblastos normales de 
colon  humano  CCD18Co.  Las  líneas  horizontales  representan  la mediana.  (B)  Análisis  de  la  expresión  de  RNA  de  VDR 
mediante RT‐qPCR en  los mismos  fibroblastos que en  (A)  tratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h. Los 
datos se normalizaron con respecto a la expresión de los genes constitutivos GAPDH, B2M y RPLP0, y se muestra la media ± 
SEM de las veces de variación tras el tratamiento. (C) Análisis de la expresión de RNA de CYP24A1 mediante RT‐qPCR en los 
mismos cultivos primarios que en (A) tratados durante 48 h con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo. Los datos se normalizaron 
con respecto a la expresión de los genes constitutivos GAPDH, B2M y RPLP0, y los resultados se muestran con respecto a la 
expresión  obtenida  en  los  fibroblastos  CCD18Co.  Las  líneas  horizontales  indican  la  mediana.  (D)  Correlación  entre  la 
expresión de RNA de VDR en los 32 cultivos primarios de NFs y CAFs tratados con vehículo durante 48 h y la expresión de 
RNA de CYP24A1 en las mismas células tratadas con 100 nM 1,25(OH)2D3 durante 48 h. 
 
Posteriormente analizamos el efecto del tratamiento con 1,25(OH)2D3 sobre la expresión de RNA de 
su gen diana CYP24A1. La 1,25(OH)2D3 induce de manera significativa la expresión de este gen en NFs 
y en CAFs (Figura 15C), aunque la magnitud de la inducción es muy variable dependiendo del cultivo 
primario analizado, con un rango de entre 3 y 9.030 veces de inducción en NFs (mediana: 43 veces), y 
de entre 6 y 161.857 veces de inducción en CAFs (mediana: 803 veces). Aunque estos datos sugieren 
que la inducción de CYP24A1 por 1,25(OH)2D3 es mayor en los CAFs que en los NFs, las diferencias no 
llegan  a  ser  estadísticamente  significativas  (p  =  0,098).  Asimismo,  observamos  que  existe  una 
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correlación directa entre  la expresión de VDR en  los fibroblastos tratados con vehículo y  los niveles 
de expresión de CYP24A1 de dichos fibroblastos tras el tratamiento con 1,25(OH)2D3 (Figura 15D). 
 
Tabla 2.  Expresión de RNA de VDR en diversas  células en  cultivo  y  tejidos humanos.  La expresión de RNA de VDR  se 
analizó por RT‐qPCR y se normalizó frente a  los genes constitutivos GAPDH, B2M y RPLP0 según se  indica en Materiales y 
Métodos. Los resultados se muestran con respecto a la expresión obtenida en la línea celular de fibroblastos normales de 
colon humano CCD18Co. 
Cultivos celulares / Tejidos  Expresión normalizada  de RNA de VDR (u.a.) 
Cultivos celulares 
Fibroblastos de colon CCD18Co  1,00 
Cultivos primarios de NFs de colon  0,74‐3,18 (mediana: 1,34) 
Cultivos primarios de CAFs de colon  0,39‐3,53 (mediana: 1,25) 
Fibroblastos de pulmón IMR90  0,48 
Fibroblastos de piel BJ‐hTERT  2,34 
Células de leucemia monocítica THP1  0,82 
Células de carcinoma de colon CACO2  3,17 
Células de carcinoma de colon HCT116  3,57 
Células de carcinoma de colon SW480‐ADH  6,28 
Células de carcinoma de mama MCF7  6,67 
Tejidos 
Músculo esquelético  0,05 
Corazón  0,13 
Hígado  0,13 
Riñón  1,31 
Colon   2,69 
Intestino delgado  4,93 
 
2.3. La 1,25(OH)2D3 inhibe las acciones protumorales de los fibroblastos primarios derivados de 
pacientes con cáncer colorrectal  
Después de analizar la expresión de VDR y la sensibilidad a 1,25(OH)2D3 de NFs y CAFs, estudiamos los 
efectos de ésta sobre dos propiedades de los fibroblastos que se potencian durante su activación en 
el entorno tumoral y que a su vez contribuyen a la progresión del cáncer: la habilidad para contraer la 
ECM y  la capacidad para promover  la migración de  las células de carcinoma [13, 95, 165, 198, 214, 
252]. 
Para evaluar el efecto de la 1,25(OH)2D3 sobre la habilidad de los fibroblastos para contraer la ECM 
realizamos  ensayos  de  contracción  de  geles  de  colágeno  con  10  cultivos  primarios  pareados 
(procedentes del mismo paciente) de NFs y CAFs  (Figura 16). Observamos que en  todos  los casos, 
excepto en  los ensayos realizados con  los CAFs del paciente 44,  los geles de colágeno conteniendo 
fibroblastos  y  tratados durante 72 h  con 1,25(OH)2D3 eran más  grandes que  los que  tratados  con 
vehículo,  aunque  la  potencia  del  efecto  de  la  1,25(OH)2D3  varía  entre  pacientes  (Figura  16B).  El 
análisis global de los resultados obtenidos con los cultivos primarios de los 10 pacientes indica que la 
1,25(OH)2D3 inhibe de forma significativa la capacidad de los NFs y de los CAFs de contraer los geles 
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de colágeno, aunque el efecto  inhibitorio de  la 1,25(OH)2D3 es significativamente mayor en  los NFs 
(Figura 16C). 
 
Figura 16. La 1,25(OH)2D3 inhibe la capacidad de NFs y CAFs de contraer geles de colágeno. (A) Ensayo representativo de 
contracción de geles de colágeno por fibroblastos primarios. Los NFs del paciente 11 se embebieron en geles de colágeno 
en  presencia  de  100  nM  1,25(OH)2D3  o  vehículo  y  el  área  de  los  geles  se midió  a  los  tiempos  indicados.  Se muestran 
imágenes de  los geles de colágeno a cada  tiempo  (derecha) y  la cuantificación de su área  (izquierda). El experimento se 
llevó a cabo por  triplicado y  se muestra  la media ± SD. Barra de escala, 400 µm.  (B) Ensayo de contracción de geles de 
colágeno en 10  cultivos primarios pareados de NFs  (N)  y CAFs  (C) en presencia de 100 nM 1,25(OH)2D3 o  vehículo.  Los 
ensayos se realizaron por triplicado y se muestra la media ± SD del efecto de la 1,25(OH)2D3 sobre el área del gel (veces de 
variación con  respecto a  los geles de colágeno  tratados con vehículo)  tras 72 h de  tratamiento.  (C) Media ± SEM de  los 
resultados mostrados en (B).  
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En  segundo  lugar,  analizamos  el  efecto  de  la  1,25(OH)2D3  sobre  la  capacidad  de  11  cultivos 
primarios  pareados  de  NFs  y  CAFs  de  promover  paracrinamente  la  migración  de  las  células  de 
carcinoma  de  colon  SW480‐ADH  en  ensayos  de  cocultivo  empleando  insertos  de  tipo  Transwell 
(Figura 17). Observamos que en  todos  los casos, excepto en  los ensayos realizados con  los NFs del 
paciente  11,  las  células  SW480‐ADH  cocultivadas  con  fibroblastos  pretratados  durante  48  h  con 
1,25(OH)2D3 migraron menos que aquellas que habían sido cocultivadas con fibroblastos pretratados 
con vehículo, aunque  la potencia del efecto de  la 1,25(OH)2D3 varía entre pacientes (Figura 17B). El 
análisis global de los resultados obtenidos con los cultivos primarios de los 11 pacientes indica que la 
1,25(OH)2D3  inhibe  de  forma  significativa  la  capacidad  de  los  NFs  y  de  los  CAFs  de  promover  la 
migración de  las células de carcinoma de colon, aunque en este caso no se encontraron diferencias 
significativas en la intensidad del efecto de la 1,25(OH)2D3 entre NFs y CAFs (Figura 17C). 
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Figura 17. La 1,25(OH)2D3 inhibe la acción promigratoria que los NFs y los CAFs ejercen sobre las células de carcinoma de 
colon.  (A)  Ensayo  representativo de migración de  células  SW480‐ADH  cocultivadas  con  fibroblastos primarios utilizando 
insertos de tipo Transwell con poros de 8 m. La migración de las células SW480‐ADH se analizó tras 24 h de cocultivo con 
NFs del paciente 27 pretratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h. Se muestra un esquema del dispositivo 
experimental  (derecha  arriba),  imágenes  representativas  de  las  células  que  han migrado  y  se  localizan  en  la  superficie 
inferior  de  los  insertos  (derecha  abajo),  y  la  cuantificación  de  dichas  células  (izquierda).  El  experimento  se  realizó  por 
triplicado y se representa  la media ± SD. Se utilizaron  insertos sin fibroblastos como control. Barra de escala, 100 µm. (B) 
Análisis  de  la  acción  promigratoria  sobre  células  SW480‐ADH  de  11  cultivos  primarios  pareados  de NFs  (N)  y  CAFs  (C) 
pretratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h. Los resultados se muestran como porcentaje respecto a  la 
migración de las células SW480‐ADH que han sido cocultivadas con fibroblastos pretratados con vehículo. (C) Media ± SEM 
de los resultados mostrados en (B). 
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2.4. Efecto de  la 1,25(OH)2D3 sobre  la expresión génica de fibroblastos normales y asociados a 
tumores procedentes de pacientes con cáncer colorrectal 
Como  se  ha  comentado  en  la  Introducción,  la  1,25(OH)2D3  es  un  importante  regulador  de  la 
expresión génica en el organismo. Con objeto de  caracterizar el efecto de  la 1,25(OH)2D3  sobre el 
patrón de  expresión  génica de  los  fibroblastos primarios de  colon humano  y  así  identificar  genes 
implicados en las acciones de la 1,25(OH)2D3 en dichas células, realizamos un análisis de la expresión 
génica  global mediante microarrays  en  7  cultivos primarios pareados de NFs  y CAFs  tratados  con 
1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h. Los resultados obtenidos indican que la 1,25(OH)2D3 modula de 
forma  estadísticamente  significativa  (FDR  <  0,05)  la  expresión  de  958  genes  en  los  NFs  (47% 
inducidos  y  53%  reprimidos)  y  de  1.489  genes  en  los  CAFs  (35%  inducidos  y  65%  reprimidos).  La 
Figura 18A muestra  los mapas de calor (heat maps) con  los 100 genes más regulados (FDR < 0,05 y 
las mayores  veces  de  variación)  por  1,25(OH)2D3  en  cada  tipo  de  fibroblastos,  y  las  Tablas  3  y  4 
detallan los resultados obtenidos para los 50 genes más regulados por 1,25(OH)2D3 en NFs y en CAFs, 
respectivamente. 
La comparación entre los genes regulados por 1,25(OH)2D3 en NFs y en CAFs muestra que el 21% 
de  los  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  identificados  en  este  estudio  se  regulan  en  ambos  tipos  de 
fibroblastos, mientras que el 26% y el 53% están regulados por 1,25(OH)2D3 solo en NFs o en CAFs, 
respectivamente (Figura 18B). 
A continuación, estudiamos mediante RT‐qPCR y en cultivos primarios procedentes de 7 pacientes 
distintos  la  expresión  de  10  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  (Tabla  5)  identificados  en  el  análisis  de 
expresión  génica  global:  5  genes  inducidos  (CHRDL1,  NID2,  SEMA3B,  TIMP3  y  CD82)  y  5  genes 
reprimidos (CCL11, CCL13, S100A4, CYTL1 y CCL2). Este ensayo mostró que todos ellos se regulan de 
forma  estadísticamente  significativa  por  1,25(OH)2D3  en  NFs  y  en  CAFs  (Figura  19),  aunque  con 
ciertas variaciones en la intensidad del efecto de la 1,25(OH)2D3 respecto a los resultados obtenidos 
en el estudio de microarrays. Además, no encontramos diferencias significativas en  la regulación de 
estos genes por 1,25(OH)2D3 entre ambos  tipos de  fibroblastos, excepto en el caso de CCL11, cuya 
inhibición por 1,25(OH)2D3 es significativamente mayor en los NFs (p = 0,034).  
El análisis de  los resultados de  los microarrays nos permitió también  identificar que 34 genes se 
expresan diferencialmente  (FDR < 0,05) entre NFs y CAFs  (el 44% y el 56%  tienen mayor y menor 
expresión  en  los  CAFs  que  en  los  NFs,  respectivamente)  (Tabla  6).  El  número  de  genes 
diferencialmente expresados se incrementa a 172 (el 28% y el 72% tienen mayor y menor expresión 
en los CAFs que en los NFs, respectivamente) si utilizamos un FDR menos restrictivo (FDR < 0,1). Al no 
ser éste un objetivo de esta Tesis Doctoral, no profundizamos más en dichos genes, que podrían ser 
objeto de futuros estudios. 
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Figura 18. La 1,25(OH)2D3 regula la expresión génica de NFs y CAFs de colon humano. (A) Mapas de calor (heat maps) que 
muestran los 100 genes más regulados (FDR < 0,05 y las mayores veces de variación) por 1,25(OH)2D3 en NFs (izquierda) y 
en  CAFs  (derecha)  identificados  en  el  análisis  de  la  expresión  génica  global.  Se  analizó  RNA  procedente  de  7  cultivos 
primarios pareados de NFs y CAFs tratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h.  (B) Diagrama de Venn que 
refleja  el  solapamiento  entre  los  genes  regulados  por  1,25(OH)2D3  en  NFs  y  en  CAFs  identificados  en  el  estudio  de 
microarrays. El número de genes incluidos en cada subgrupo se indica en el diagrama 
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Tabla 3. Lista de  los 50 genes más regulados  (FDR < 0,05 y  las mayores veces de variación) por 1,25(OH)2D3 en NFs de 
colon humano  identificados en el estudio de expresión génica global. Se analizó RNA procedente de 7 cultivos primarios 
de NFs tratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h. 
Gen   
Veces de    
variación 
(log2) 
FDR1 
CYP24A1  cytochrome P450, family 24, subfamily A, polypeptide 1  4,046  0,003
CH25H  cholesterol 25‐hydroxylase  3,104  0,001
CILP  cartilage intermediate layer protein, nucleotide pyrophosphohydrolase  3,079  0,003
IGFLR1  IGF‐like family receptor 1  2,353  0,001
CHRDL1  chordin‐like 1  1,660  0,001
CLMN  calmin (calponin‐like, transmembrane)  1,586  0,007
TMEM37  transmembrane protein 37  1,566  0,005
EFTUD1  elongation factor Tu GTP binding domain containing 1  1,563  0,005
OSR2  odd‐skipped related 2 (Drosophila)  1,562  0,004
NPR3  natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic peptide receptor 
C) 
1,533  0,002
POSTN  periostin, osteoblast specific factor  1,531  0,002
G0S2  G0/G1switch 2  1,529  0,030
ATP1A2  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide  1,492  0,004
ROM1  retinal outer segment membrane protein 1  1,460  0,002
NID2  nidogen 2 (osteonidogen)  1,440  0,003
ATP1B1  ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide  1,434  0,002
CD82  CD82 molecule  1,424  0,002
C15orf48  chromosome 15 open reading frame 48  1,419  0,006
IGFBP3  insulin‐like growth factor binding protein 3  1,404  0,001
HMCN1  hemicentin 1  1,367  0,001
FIGF  c‐fos induced growth factor (vascular endothelial growth factor D)  1,366  0,022
SEMA3B  sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, 
(semaphorin) 3B 
1,366  0,004
TNFSF13B  tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b  1,336  0,007
XLOC_006850  BROAD Institute lincRNA (XLOC_006850), lincRNA [TCONS_00014769]  1,324  0,006
IGFBP2  insulin‐like growth factor binding protein 2, 36kDa  1,303  0,009
IDH2  isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial  1,301  0,007
CRIP1  cysteine‐rich protein 1 (intestinal)  1,283  0,006
LGALS9C  lectin, galactoside‐binding, soluble, 9C  1,281  0,018
LOC100652760  uncharacterized LOC100652760  1,257  0,003
IGF1  insulin‐like growth factor 1 (somatomedin C)  1,249  0,003
OAF  OAF homolog (Drosophila)  1,230  0,013
TIMP3  TIMP metallopeptidase inhibitor 3  1,221  0,006
ZFP36  zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse)  1,188  0,002
HSD11B1  hydroxysteroid (11‐beta) dehydrogenase 1  1,159  0,007
CD248  CD248 molecule, endosialin  1,119  0,003
RARRES1  retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1  1,091  0,001
THBD  thrombomodulin  1,086  0,024
IGFBP6  insulin‐like growth factor binding protein 6  1,051  0,001
LOC728392  uncharacterized LOC728392  1,050  0,006
FBLN2  fibulin 2  1,035  0,002
SBSN  suprabasin  1,022  0,002
TRIL  TLR4 interactor with leucine‐rich repeats  ‐1,039  0,033
ADAMTS9  ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 9  ‐1,061  0,005
S100A4  S100 calcium binding protein A4  ‐1,121  0,002
LOC100287221  uncharacterized LOC100287221  ‐1,139  0,002
CYTL1  cytokine‐like 1  ‐1,181  0,002
CCL2  chemokine (C‐C motif) ligand 2  ‐1,246  0,003
CCL13  chemokine (C‐C motif) ligand 13  ‐1,324  0,007
CCDC3  coiled‐coil domain containing 3  ‐1,919  0,003
CCL11  chemokine (C‐C motif) ligand 11  ‐2,558  0,002
1Benjamini & Hochberg False Discovery Rate.   
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Tabla 4. Lista de  los 50 genes más regulados (FDR < 0,05 y  las mayores veces de variación) por 1,25(OH)2D3 en CAFs de 
colon humano identificados en el estudio de expresión génica global. Se analizó RNA procedente de 7 cultivos primarios 
de CAFs tratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 48 h. 
Gen   
Veces de 
variación 
(log2) 
FDR1 
CYP24A1  cytochrome P450, family 24, subfamily A, polypeptide 1  4,904  0,000
IGFLR1  IGF‐like family receptor 1  1,765  0,000
CH25H  cholesterol 25‐hydroxylase  1,646  0,002
IDH2  isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial  1,590  0,000
EFTUD1  elongation factor Tu GTP binding domain containing 1  1,577  0,001
IGFBP3  insulin‐like growth factor binding protein 3  1,542  0,000
NID2  nidogen 2 (osteonidogen)  1,459  0,001
G0S2  G0/G1switch 2  1,407  0,007
SEMA3B  sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, 
(semaphorin) 3B 
1,343  0,001
HMCN1  hemicentin 1  1,291  0,001
IL7R  interleukin 7 receptor  1,258  0,001
CLMN  calmin (calponin‐like, transmembrane)  1,240  0,002
CXCL12  chemokine (C‐X‐C motif) ligand 12  1,211  0,002
LOC728392  uncharacterized LOC728392  1,168  0,006
POSTN  periostin, osteoblast specific factor  1,138  0,003
PFN1P2  profilin 1 pseudogene 2  ‐1,098  0,002
LOC100288420  NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 4, 15kDa pseudogene  ‐1,108  0,002
LOC648740  actin, gamma 2, smooth muscle, enteric pseudogene  ‐1,111  0,001
HIST1H3J  histone cluster 1, H3j  ‐1,117  0,001
XLOC_l2_007656  BROAD Institute lincRNA (XLOC_l2_007656), lincRNA [TCONS_l2_00014098]  ‐1,124  0,002
RHBDL1  rhomboid, veinlet‐like 1 (Drosophila)  ‐1,128  0,001
LOC255167  uncharacterized LOC255167  ‐1,131  0,001
LOC100506447  uncharacterized protein LOC100506447  ‐1,142  0,010
FKSG2  tumor protein, translationally‐controlled 1 pseudogene  ‐1,148  0,002
FLJ22184  putative uncharacterized protein FLJ22184  ‐1,157  0,003
ZNF90  zinc finger protein 90  ‐1,157  0,003
XLOC_004774  BROAD Institute lincRNA (XLOC_004774), lincRNA [TCONS_00009634]  ‐1,166  0,001
PRR25  proline rich 25  ‐1,167  0,002
SNORA71A  small nucleolar RNA, H/ACA box 71A  ‐1,193  0,001
XLOC_006260  BROAD Institute lincRNA (XLOC_006260), lincRNA [TCONS_00013082]  ‐1,201  0,004
YJEFN3  YjeF N‐terminal domain containing 3  ‐1,211  0,003
RNF222  ring finger protein 222  ‐1,216  0,001
XLOC_001320  BROAD Institute lincRNA (XLOC_001320), lincRNA [TCONS_00003548]  ‐1,228  0,004
ZNF205  zinc finger protein 205  ‐1,230  0,002
C1orf229  chromosome 1 open reading frame 229  ‐1,231  0,001
TMEM95  transmembrane protein 95  ‐1,240  0,002
DKFZP547L112  uncharacterized protein DKFZp547L112  ‐1,258  0,001
XLOC_009023  long intergenic non‐protein coding RNA 1150  ‐1,346  0,001
PCSK1N  proprotein convertase subtilisin/kexin type 1 inhibitor  ‐1,354  0,002
LINC00176  long intergenic non‐protein coding RNA 176  ‐1,359  0,001
MTRNR2L9  MT‐RNR2‐like 9 (pseudogene)  ‐1,374  0,001
NACAP1  nascent‐polypeptide‐associated complex alpha polypeptide pseudogene 1  ‐1,378  0,001
KCTD19  potassium channel tetramerisation domain containing 19  ‐1,387  0,001
XLOC_l2_007876  BROAD Institute lincRNA (XLOC_l2_007876), lincRNA [TCONS_l2_00015692]  ‐1,411  0,002
CCDC3  coiled‐coil domain containing 3  ‐1,418  0,001
XLOC_010588  BROAD Institute lincRNA (XLOC_010588), lincRNA [TCONS_00022267]  ‐1,523  0,004
SSTR3  somatostatin receptor 3  ‐1,552  0,009
FOXB1  forkhead box B1  ‐1,556  0,002
ANXA2  annexin A2  ‐1,600  0,001
CCL11  chemokine (C‐C motif) ligand 11  ‐1,890  0,004
1Benjamini & Hochberg False Discovery Rate. 
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Tabla  5.  Lista  de  genes  regulados  por  1,25(OH)2D3  en  NFs  y  CAFs  de  colon  humano  identificados  en  el  estudio  de 
expresión génica global y candidatos para la validación mediante RT‐qPCR. 
Gen 
  
NFs     CAFs 
Veces de 
variación 
(log2) 
FDR1    
Veces de 
variación 
(log2) 
FDR 
CHRDL1  chordin‐like 1  1,660  0,001     0,901  0,003
NID2  nidogen 2 (osteonidogen)  1,440  0,003  1,459  0,001
SEMA3B  sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, 
secreted, (semaphorin) 3B 
1,366  0,004    1,343  0,001
TIMP3  TIMP metallopeptidase inhibitor 3  1,221  0,006  0,633  0,002
CD82  CD82 molecule  1,424  0,002     1,066  0,001
CCL11  chemokine (C‐C motif) ligand 11  ‐2,558  0,002     ‐1,890  0,004
CCL13  chemokine (C‐C motif) ligand 13  ‐1,324  0,007  ‐0,332  0,012
S100A4  S100 calcium binding protein A4  ‐1,121  0,002  ‐1,053  0,000
CYTL1  cytokine‐like 1  ‐1,181  0,002  ‐0,533  0,004
CCL2  chemokine (C‐C motif) ligand 2  ‐1,246  0,003     ‐0,941  0,036
1Benjamini & Hochberg False Discovery Rate. 
 
 
Figura  19.  Validación  por  RT‐qPCR  de  una  selección  de  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  identificados  en  el  estudio  de 
expresión génica global. Análisis mediante RT‐qPCR de la expresión de RNA de 10 genes diana de 1,25(OH)2D3 identificados 
en el estudio de microarrays en 7 cultivos primarios pareados de NFs y CAFs tratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo 
durante 48 h. Estos cultivos primarios derivan de pacientes diferentes (pacientes 9, 17, 20, 24, 25, 34 y 35) a los utilizados 
en el estudio de expresión génica global. Los datos se normalizaron con respecto a la expresión de los genes constitutivos 
GAPDH, B2M y RPLP0 según se indica en Materiales y Métodos, y se muestra la media ± SEM de las veces de variación tras 
el tratamiento.  
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Tabla 6. Lista de los genes diferencialmente expresados (FDR < 0,05) entre NFs y CAFs de colon humano identificados en 
el estudio de expresión génica global. Se analizó RNA procedente de 7 cultivos primarios pareados de NFs y CAFs. 
Gen  Veces de variación 
(log2)
1 
FDR2 
CADM1  cell adhesion molecule 1  2,286  0,049 
SOX11  SRY (sex determining region Y)‐box 11  2,068  0,049 
C1orf133  chromosome 1 open reading frame 133  2,056  0,049 
NTF3  neurotrophin 3  2,010  0,049 
NLGN4X  neuroligin 4, X‐linked  2,005  0,049 
IL7R  interleukin 7 receptor  1,889  0,049 
INHBA  inhibin, beta A  1,788  0,049 
RUNX3  runt‐related transcription factor 3  1,694  0,049 
NFE2L3  nuclear factor (erythroid‐derived 2)‐like 3  1,571  0,049 
LOC643650  uncharacterized LOC643650  1,124  0,049 
TIAM2  T‐cell lymphoma invasion and metastasis 2  1,099  0,049 
KIAA1462  KIAA1462  1,081  0,049 
FAM60A  family with sequence similarity 60, member A  0,963  0,049 
LIMS3‐LOC440895  LIMS3‐LOC440895 readthrough  0,942  0,049 
MIR4435‐2HG  MIR4435‐2 host gene  0,855  0,049 
TMEM170B  transmembrane protein 170B  ‐0,878  0,049 
TBC1D12  TBC1 domain family, member 12  ‐0,895  0,049 
LGMN  legumain  ‐0,906  0,049 
DPYD  dihydropyrimidine dehydrogenase  ‐0,944  0,049 
GCH1  GTP cyclohydrolase 1  ‐0,953  0,049 
ANGPTL2  angiopoietin‐like 2  ‐0,972  0,049 
LYNX1  Ly6/neurotoxin 1  ‐1,079  0,049 
ADAM33  ADAM metallopeptidase domain 33  ‐1,117  0,049 
ADCY4  adenylate cyclase 4  ‐1,219  0,049 
PBX1  pre‐B‐cell leukemia homeobox 1  ‐1,248  0,049 
ITGB8  integrin, beta 8  ‐1,437  0,049 
VLDLR  very low density lipoprotein receptor  ‐1,457  0,049 
NFASC  neurofascin  ‐1,644  0,049 
CACNB2  calcium channel, voltage‐dependent, beta 2 subunit  ‐1,648  0,049 
METTL7A  methyltransferase like 7A  ‐1,657  0,049 
LOC100506582  uncharacterized LOC100506582  ‐1,929  0,049 
RSPO3  R‐spondin 3  ‐2,006  0,049 
IL33  interleukin 33  ‐2,763  0,049 
SMOC2  SPARC related modular calcium binding 2  ‐3,436  0,049 
1Los valores positivos y negativos corresponden a  los genes sobreexpresados y  reprimidos,  respectivamente, en  los CAFs 
con respecto a los NFs; 2Benjamini & Hochberg False Discovery Rate. 
 
Para  determinar  las  principales  funciones  biológicas  en  las  que  están  implicados  los  genes 
regulados  por  1,25(OH)2D3  en  los  fibroblastos  primarios,  llevamos  a  cabo  un  estudio  de 
enriquecimiento  funcional utilizando el programa DAVID para  identificar  los  términos de ontología 
génica  (GO) de  las categorías proceso biológico  (BP), componente celular  (CC) y  función molecular 
(MF) que están significativamente enriquecidos (FDR < 0,05) en dichos genes diana. Las Tablas 7‐10 
muestran los términos significativamente enriquecidos. Los resultados indican que los genes diana de 
1,25(OH)2D3 están preferentemente implicados en funciones como adhesión y diferenciación celular, 
migración, proliferación celular y apoptosis, organización de la ECM, formación de vasos sanguíneos, 
cicatrización de heridas y respuesta  inflamatoria e  inmune. Además,  la mayoría de  los términos GO 
de la categoría CC que se encuentran enriquecidos están relacionados con la región extracelular. 
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Tabla 7. Resultados del análisis de enriquecimiento  funcional de  los genes  inducidos por 1,25(OH)2D3 en NFs de colon 
humano. 
Categoría  Término  Nº1  %2  Enriq.3  FDR4 
BP5  GO:0065008~regulation of biological quality  65  15,815  1,958  2,61E‐06
BP  GO:0001501~skeletal system development  24  5,839  3,329  1,64E‐05
BP  GO:0009605~response to external stimulus  44  10,706  2,130  5,90E‐05
BP  GO:0048731~system development  84  20,438  1,595  1,32E‐04
BP  GO:0042221~response to chemical stimulus  54  13,139  1,865  1,70E‐04
BP  GO:0035295~tube development  18  4,380  3,621  1,79E‐04
BP  GO:0033273~response to vitamin  10  2,433  6,705  2,78E‐04
BP  GO:0048856~anatomical structure development  88  21,411  1,541  2,84E‐04
BP  GO:0007584~response to nutrient  14  3,406  4,425  2,89E‐04
BP  GO:0050793~regulation of developmental process  34  8,273  2,232  4,04E‐04
BP  GO:0007275~multicellular organismal development  96  23,358  1,483  4,62E‐04
BP  GO:0031667~response to nutrient levels  16  3,893  3,594  7,09E‐04
BP  GO:0032502~developmental process  102  24,818  1,434  9,09E‐04
BP  GO:0001503~ossification  12  2,920  4,617  9,83E‐04
BP  GO:0051302~regulation of cell division  8  1,946  7,532  1,39E‐03
BP  GO:0048754~branching morphogenesis of a tube  9  2,190  6,127  1,75E‐03
BP  GO:0060348~bone development  12  2,920  4,317  1,81E‐03
BP  GO:0009991~response to extracellular stimulus  16  3,893  3,218  2,46E‐03
BP  GO:0048513~organ development  63  15,328  1,604  2,49E‐03
BP  GO:0030001~metal ion transport  25  6,083  2,379  2,49E‐03
BP  GO:0009611~response to wounding  27  6,569  2,254  2,97E‐03
BP  GO:0006950~response to stress  61  14,842  1,602  3,42E‐03
BP  GO:0009653~anatomical structure morphogenesis  47  11,436  1,737  4,08E‐03
BP  GO:0001763~morphogenesis of a branching structure  9  2,190  5,382  4,37E‐03
BP  GO:0002320~lymphoid progenitor cell differentiation  4  0,973  25,286  6,43E‐03
BP  GO:0009888~tissue development  30  7,299  1,996  9,03E‐03
BP  GO:0032501~multicellular organismal process  125  30,414  1,292  9,13E‐03
BP  GO:0030198~extracellular matrix organization  10  2,433  4,255  9,74E‐03
BP  GO:0035239~tube morphogenesis  11  2,676  3,833  1,03E‐02
BP  GO:0006811~ion transport  33  8,029  1,901  1,04E‐02
BP  GO:0015674~di‐, tri‐valent inorganic cation transport  13  3,163  3,269  1,12E‐02
BP  GO:0010033~response to organic substance  31  7,543  1,903  1,55E‐02
BP  GO:0002252~immune effector process  11  2,676  3,633  1,57E‐02
BP  GO:0006928~cell motion  23  5,596  2,143  2,01E‐02
BP  GO:0042060~wound healing  13  3,163  3,012  2,29E‐02
BP  GO:0048878~chemical homeostasis  24  5,839  2,074  2,30E‐02
BP  GO:0060548~negative regulation of cell death  19  4,623  2,335  2,37E‐02
BP  GO:0002244~hemopoietic progenitor cell differentiation  4  0,973  16,091  2,81E‐02
BP  GO:0006812~cation transport  25  6,083  2,000  2,89E‐02
BP  GO:0009725~response to hormone stimulus  19  4,623  2,291  2,93E‐02
BP  GO:0001944~vasculature development  15  3,650  2,644  2,93E‐02
BP  GO:0051781~positive regulation of cell division  6  1,460  6,808  2,96E‐02
BP  GO:0030278~regulation of ossification  8  1,946  4,539  3,18E‐02
BP  GO:0045597~positive regulation of cell differentiation  14  3,406  2,705  3,62E‐02
BP  GO:0009719~response to endogenous stimulus  20  4,866  2,185  3,63E‐02
BP  GO:0008202~steroid metabolic process  13  3,163  2,848  3,67E‐02
BP  GO:0030154~cell differentiation  55  13,382  1,487  4,27E‐02
BP  GO:0006916~anti‐apoptosis  13  3,163  2,793  4,28E‐02
BP  GO:0050896~response to stimulus  102  24,818  1,289  4,72E‐02
BP  GO:0043066~negative regulation of apoptosis  18  4,380  2,250  4,81E‐02
CC6  GO:0044421~extracellular region part  62  15,085  2,995  1,93E‐13
CC  GO:0005576~extracellular region  93  22,628  2,146  7,56E‐12
CC  GO:0005615~extracellular space  42  10,219  2,844  3,82E‐08
CC  GO:0031012~extracellular matrix  28  6,813  3,764  9,86E‐08
CC  GO:0005578~proteinaceous extracellular matrix  26  6,326  3,768  3,74E‐07
CC  GO:0044420~extracellular matrix part  13  3,163  5,153  1,07E‐04
CC  GO:0031093~platelet alpha granule lumen  7  1,703  7,918  2,95E‐03
CC  GO:0042598~vesicular fraction  16  3,893  3,041  3,52E‐03
CC  GO:0005626~insoluble fraction  35  8,516  1,935  3,88E‐03
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CC  GO:0005624~membrane fraction  34  8,273  1,949  4,20E‐03
CC  GO:0060205~cytoplasmic membrane‐bounded vesicle lumen  7  1,703  7,378  4,39E‐03
CC  GO:0031983~vesicle lumen  7  1,703  7,058  5,62E‐03
CC  GO:0005792~microsome  15  3,650  2,935  8,36E‐03
CC  GO:0000267~cell fraction  40  9,732  1,713  1,41E‐02
CC  GO:0031091~platelet alpha granule  7  1,703  5,797  1,62E‐02
CC  GO:0030141~secretory granule  12  2,920  3,092  2,35E‐02
MF7  GO:0008083~growth factor activity  14  3,406  4,015  7,04E‐04
MF  GO:0005520~insulin‐like growth factor binding  6  1,460  11,080  2,51E‐03
MF  GO:0005509~calcium ion binding  38  9,246  1,909  2,86E‐03
MF  GO:0008201~heparin binding  10  2,433  4,482  5,72E‐03
MF  GO:0005488~binding  293  71,290  1,079  8,34E‐03
MF  GO:0016614~oxidoreductase activity, acting on CH‐OH group of donors  10  2,433  3,980  1,36E‐02
MF  GO:0005515~protein binding  205  49,878  1,161  1,46E‐02
MF  GO:0016616~oxidoreductase activity, acting on the CH‐OH group of donors, 
NAD or NADP as acceptor 
9  2,190  3,995  2,72E‐02
MF  GO:0030247~polysaccharide binding  11  2,676  3,298  2,78E‐02
MF  GO:0001871~pattern binding  11  2,676  3,298  2,78E‐02
MF  GO:0019838~growth factor binding  9  2,190  3,957  2,88E‐02
MF  GO:0033764~steroid dehydrogenase activity, acting on the CH‐OH group of 
donors, NAD or NADP as acceptor 
5  1,217  8,550  3,69E‐02
MF  GO:0005201~extracellular matrix structural constituent  8  1,946  4,295  3,74E‐02
MF  GO:0050327~testosterone 17‐beta‐dehydrogenase activity  3  0,730  34,626  3,95E‐02
MF  GO:0005172~vascular endothelial growth factor receptor binding  3  0,730  34,626  3,95E‐02
MF  GO:0005539~glycosaminoglycan binding  10  2,433  3,298  4,90E‐02
1Número  de  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  incluidos  en  cada  término;  2Porcentaje  de  genes  incluidos  en  cada  término 
calculado  con  respecto  al  número  total  de  genes  analizados;  3Veces  de  enriquecimiento;  4Benjamini & Hochberg  False 
Discovery Rate; 5Proceso biológico; 6Componente celular; 7Función molecular. 
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Tabla 8. Resultados del análisis de enriquecimiento funcional de  los genes reprimidos por 1,25(OH)2D3 en NFs de colon 
humano. 
Categoría  Término  Nº1  %2  Enriq.3  FDR4 
BP5  GO:0048731~system development  102 22,768  1,867  1,70E‐09
BP  GO:0048856~anatomical structure development  106 23,661  1,789  7,48E‐09
BP  GO:0006695~cholesterol biosynthetic process  10 2,232  16,403  7,15E‐08
BP  GO:0016126~sterol biosynthetic process  11 2,455  13,403  8,07E‐08
BP  GO:0009611~response to wounding  37 8,259  2,977  1,55E‐07
BP  GO:0006694~steroid biosynthetic process  15 3,348  7,526  1,63E‐07
BP  GO:0048513~organ development  76 16,964  1,865  1,24E‐06
BP  GO:0008610~lipid biosynthetic process  26 5,804  3,433  2,87E‐06
BP  GO:0032502~developmental process  115 25,670  1,558  3,18E‐06
BP  GO:0008203~cholesterol metabolic process  14 3,125  6,490  3,62E‐06
BP  GO:0007275~multicellular organismal development  106 23,661  1,578  7,17E‐06
BP  GO:0016125~sterol metabolic process  14 3,125  5,911  1,10E‐05
BP  GO:0042127~regulation of cell proliferation  42 9,375  2,276  2,06E‐05
BP  GO:0009605~response to external stimulus  45 10,045  2,100  6,63E‐05
BP  GO:0009653~anatomical structure morphogenesis  54 12,054  1,924  7,27E‐05
BP  GO:0051239~regulation of multicellular organismal process  45 10,045  2,048  1,26E‐04
BP  GO:0042060~wound healing  17 3,795  3,796  1,87E‐04
BP  GO:0050793~regulation of developmental process  35 7,813  2,215  3,53E‐04
BP  GO:0008202~steroid metabolic process  17 3,795  3,589  3,76E‐04
BP  GO:0030154~cell differentiation  65 14,509  1,693  3,79E‐04
BP  GO:0006954~inflammatory response  22 4,911  2,887  4,62E‐04
BP  GO:0048869~cellular developmental process  66 14,732  1,650  7,20E‐04
BP  GO:0007155~cell adhesion  35 7,813  2,132  7,60E‐04
BP  GO:0022610~biological adhesion  35 7,813  2,129  7,71E‐04
BP  GO:0008299~isoprenoid biosynthetic process  6 1,339  12,794  1,36E‐03
BP  GO:0065008~regulation of biological quality  58 12,946  1,684  1,43E‐03
BP  GO:0008284~positive regulation of cell proliferation  24 5,357  2,472  2,02E‐03
BP  GO:0050878~regulation of body fluid levels  13 2,902  3,932  2,03E‐03
BP  GO:0050817~coagulation  11 2,455  4,599  2,34E‐03
BP  GO:0007596~blood coagulation  11 2,455  4,599  2,34E‐03
BP  GO:0042221~response to chemical stimulus  51 11,384  1,698  3,62E‐03
BP  GO:0007599~hemostasis  11 2,455  4,344  3,76E‐03
BP  GO:0007154~cell communication  36 8,036  1,931  4,09E‐03
BP  GO:0007399~nervous system development  45 10,045  1,764  4,23E‐03
BP  GO:0007267~cell‐cell signaling  29 6,473  2,061  6,99E‐03
BP  GO:0007517~muscle organ development  15 3,348  3,032  7,77E‐03
BP  GO:0006720~isoprenoid metabolic process  7 1,563  6,785  8,99E‐03
BP  GO:0032501~multicellular organismal process  129 28,795  1,285  9,58E‐03
BP  GO:0030198~extracellular matrix organization  10 2,232  4,101  1,26E‐02
BP  GO:0042592~homeostatic process  33 7,366  1,874  1,31E‐02
BP  GO:0009887~organ morphogenesis  27 6,027  2,042  1,34E‐02
BP  GO:0031099~regeneration  8 1,786  4,945  1,92E‐02
BP  GO:0048519~negative regulation of biological process  63 14,063  1,483  2,05E‐02
BP  GO:0007229~integrin‐mediated signaling pathway  8 1,786  4,874  2,09E‐02
BP  GO:0009719~response to endogenous stimulus  21 4,688  2,211  2,39E‐02
BP  GO:0030155~regulation of cell adhesion  11 2,455  3,424  2,43E‐02
BP  GO:0008219~cell death  31 6,920  1,839  2,62E‐02
BP  GO:0043062~extracellular structure organization  12 2,679  3,140  2,70E‐02
BP  GO:0016265~death  31 6,920  1,826  2,93E‐02
BP  GO:0006928~cell motion  23 5,134  2,065  3,19E‐02
BP  GO:0048771~tissue remodeling  7 1,563  5,331  3,24E‐02
BP  GO:0048878~chemical homeostasis  24 5,357  1,999  3,67E‐02
BP  GO:0001944~vasculature development  15 3,348  2,549  4,06E‐02
BP  GO:0006629~lipid metabolic process  33 7,366  1,731  4,65E‐02
BP  GO:0045595~regulation of cell differentiation  23 5,134  1,994  4,75E‐02
CC6  GO:0044421~extracellular region part  59 13,170  2,600  4,13E‐10
CC  GO:0031012~extracellular matrix  32 7,143  3,924  2,41E‐09
CC  GO:0005578~proteinaceous extracellular matrix  30 6,696  3,966  7,80E‐09
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CC  GO:0005576~extracellular region  85 18,973  1,789  1,09E‐06
CC  GO:0044420~extracellular matrix part  15 3,348  5,424  8,88E‐06
CC  GO:0005581~collagen  9 2,009  10,879  1,62E‐05
CC  GO:0005604~basement membrane  10 2,232  5,424  1,20E‐03
CC  GO:0005615~extracellular space  33 7,366  2,038  2,52E‐03
CC  GO:0044459~plasma membrane part  78 17,411  1,498  2,78E‐03
CC  GO:0031226~intrinsic to plasma membrane  48 10,714  1,671  7,13E‐03
CC  GO:0009897~external side of plasma membrane  13 2,902  3,235  9,66E‐03
CC  GO:0031233~intrinsic to external side of plasma membrane  4 0,893  16,923  1,85E‐02
CC  GO:0000267~cell fraction  41 9,152  1,602  4,23E‐02
MF7  GO:0005201~extracellular matrix structural constituent  12 2,679  5,886  8,27E‐05
MF  GO:0005102~receptor binding  42 9,375  2,000  4,36E‐04
MF  GO:0008092~cytoskeletal protein binding  28 6,250  2,343  1,02E‐03
MF  GO:0005515~protein binding  228 50,893  1,179  1,99E‐03
MF  GO:0004175~endopeptidase activity  22 4,911  2,475  3,60E‐03
MF  GO:0008009~chemokine activity  7 1,563  6,419  1,05E‐02
MF  GO:0003779~actin binding  19 4,241  2,458  1,18E‐02
MF  GO:0042379~chemokine receptor binding  7 1,563  6,026  1,47E‐02
1Número  de  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  incluidos  en  cada  término;  2Porcentaje  de  genes  incluidos  en  cada  término 
calculado  con  respecto  al  número  total  de  genes  analizados;  3Veces  de  enriquecimiento;  4Benjamini & Hochberg  False 
Discovery Rate; 5Proceso biológico; 6Componente celular; 7Función molecular. 
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Tabla 9. Resultados del análisis de enriquecimiento funcional de  los genes  inducidos por 1,25(OH)2D3 en CAFs de colon 
humano. 
Categoría  Término  Nº1  %2  Enriq.3  FDR4 
BP5  GO:0007507~heart development  22  4,603  3,862  4,63E‐06
BP  GO:0065008~regulation of biological quality  72  15,063  1,850  5,42E‐06
BP  GO:0035295~tube development  20  4,184  3,431  1,08E‐04
BP  GO:0048731~system development  95  19,874  1,539  1,65E‐04
BP  GO:0010941~regulation of cell death  43  8,996  1,991  4,43E‐04
BP  GO:0048856~anatomical structure development  99  20,711  1,479  5,23E‐04
BP  GO:0048513~organ development  74  15,481  1,607  5,94E‐04
BP  GO:0007275~multicellular organismal development  109  22,803  1,436  5,97E‐04
BP  GO:0048754~branching morphogenesis of a tube  10  2,092  5,807  8,69E‐04
BP  GO:0002252~immune effector process  14  2,929  3,943  9,65E‐04
BP  GO:0032502~developmental process  116  24,268  1,391  1,21E‐03
BP  GO:0006950~response to stress  71  14,854  1,590  1,26E‐03
BP  GO:0009888~tissue development  36  7,531  2,043  1,45E‐03
BP  GO:0042981~regulation of apoptosis  41  8,577  1,925  1,55E‐03
BP  GO:0070482~response to oxygen levels  14  2,929  3,748  1,63E‐03
BP  GO:0043067~regulation of programmed cell death  41  8,577  1,906  1,87E‐03
BP  GO:0035239~tube morphogenesis  13  2,720  3,863  2,39E‐03
BP  GO:0001763~morphogenesis of a branching structure  10  2,092  5,100  2,44E‐03
BP  GO:0001666~response to hypoxia  13  2,720  3,662  3,97E‐03
BP  GO:0001944~vasculature development  18  3,766  2,707  6,60E‐03
BP  GO:0055114~oxidation reduction  33  6,904  1,949  7,11E‐03
BP  GO:0007155~cell adhesion  35  7,322  1,887  8,01E‐03
BP  GO:0022610~biological adhesion  35  7,322  1,884  8,21E‐03
BP  GO:0060537~muscle tissue development  12  2,510  3,623  8,34E‐03
BP  GO:0009790~embryonic development  30  6,276  1,993  9,63E‐03
BP  GO:0030334~regulation of cell migration  14  2,929  3,127  9,74E‐03
BP  GO:0060541~respiratory system development  11  2,301  3,844  1,00E‐02
BP  GO:0048519~negative regulation of biological process  71  14,854  1,479  1,07E‐02
BP  GO:0006814~sodium ion transport  12  2,510  3,484  1,16E‐02
BP  GO:0048523~negative regulation of cellular process  66  13,808  1,501  1,22E‐02
BP  GO:0009653~anatomical structure morphogenesis  51  10,669  1,608  1,37E‐02
BP  GO:0001568~blood vessel development  17  3,556  2,619  1,44E‐02
BP  GO:0050793~regulation of developmental process  33  6,904  1,848  1,71E‐02
BP  GO:0002377~immunoglobulin production  6  1,255  7,549  1,81E‐02
BP  GO:0042221~response to chemical stimulus  53  11,088  1,562  2,04E‐02
BP  GO:0002440~production of molecular mediator of immune response  6  1,255  7,305  2,11E‐02
BP  GO:0014706~striated muscle tissue development  11  2,301  3,489  2,12E‐02
BP  GO:0030324~lung development  10  2,092  3,812  2,12E‐02
BP  GO:0043009~chordate embryonic development  20  4,184  2,281  2,29E‐02
BP  GO:0009792~embryonic development ending in birth or egg hatching  20  4,184  2,260  2,54E‐02
BP  GO:0060548~negative regulation of cell death  21  4,393  2,202  2,56E‐02
BP  GO:0048514~blood vessel morphogenesis  15  3,138  2,683  2,56E‐02
BP  GO:0007517~muscle organ development  15  3,138  2,683  2,56E‐02
BP  GO:0030323~respiratory tube development  10  2,092  3,700  2,61E‐02
BP  GO:0008285~negative regulation of cell proliferation  21  4,393  2,196  2,67E‐02
BP  GO:0007178~transmembrane receptor protein serine/threonine kinase 
signaling pathway 
10  2,092  3,664  2,80E‐02
BP  GO:0033273~response to vitamin  8  1,674  4,575  3,01E‐02
BP  GO:0040012~regulation of locomotion  14  2,929  2,752  3,12E‐02
BP  GO:0051270~regulation of cell motion  14  2,929  2,738  3,26E‐02
BP  GO:0048568~embryonic organ development  13  2,720  2,853  3,59E‐02
BP  GO:0009605~response to external stimulus  40  8,368  1,652  3,61E‐02
BP  GO:0022603~regulation of anatomical structure morphogenesis  15  3,138  2,585  3,61E‐02
BP  GO:0001501~skeletal system development  19  3,975  2,248  3,68E‐02
BP  GO:0001655~urogenital system development  10  2,092  3,431  4,37E‐02
BP  GO:0043066~negative regulation of apoptosis  20  4,184  2,132  4,88E‐02
BP  GO:0010942~positive regulation of cell death  23  4,812  1,996  4,88E‐02
BP  GO:0042592~homeostatic process  34  7,113  1,709  4,97E‐02
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CC6  GO:0031012~extracellular matrix  27  5,649  3,074  1,09E‐05
CC  GO:0044421~extracellular region part  50  10,460  2,046  3,16E‐05
CC  GO:0005578~proteinaceous extracellular matrix  25  5,230  3,069  3,17E‐05
CC  GO:0005576~extracellular region  83  17,364  1,622  1,00E‐04
CC  GO:0044420~extracellular matrix part  13  2,720  4,364  5,66E‐04
CC  GO:0005604~basement membrane  9  1,883  4,532  1,07E‐02
CC  GO:0005615~extracellular space  32  6,695  1,835  1,83E‐02
MF7  GO:0016614~oxidoreductase activity, acting on CH‐OH group of donors  14  2,929  4,772  1,08E‐04
MF  GO:0016616~oxidoreductase activity, acting on the CH‐OH group of 
donors, NAD or NADP as acceptor 
13  2,720  4,942  1,80E‐04
MF  GO:0005488~binding  346  72,385  1,092  2,49E‐04
MF  GO:0016491~oxidoreductase activity  35  7,322  2,008  2,26E‐03
MF  GO:0031402~sodium ion binding  12  2,510  4,055  2,71E‐03
MF  GO:0046983~protein dimerization activity  27  5,649  1,970  2,00E‐02
MF  GO:0050661~NADP or NADPH binding  6  1,255  6,590  2,92E‐02
MF  GO:0015293~symporter activity  11  2,301  3,175  3,67E‐02
MF  GO:0005515~protein binding  234  48,954  1,135  3,78E‐02
1Número  de  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  incluidos  en  cada  término;  2Porcentaje  de  genes  incluidos  en  cada  término 
calculado  con  respecto  al  número  total  de  genes  analizados;  3Veces  de  enriquecimiento;  4Benjamini & Hochberg  False 
Discovery Rate; 5Proceso biológico; 6Componente celular; 7Función molecular. 
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Tabla 10. Resultados del análisis de enriquecimiento funcional de los genes reprimidos por 1,25(OH)2D3 en CAFs de colon 
humano. 
Categoría  Término  Nº1  %2  Enriq.3  FDR4 
BP5  GO:0007155~cell adhesion  49  7,270  2,116  2,10E‐05
BP  GO:0022610~biological adhesion  49  7,270  2,113  2,23E‐05
BP  GO:0048731~system development  115  17,062  1,492  8,87E‐05
BP  GO:0048856~anatomical structure development  122  18,101  1,459  1,15E‐04
BP  GO:0007160~cell‐matrix adhesion  14  2,077  4,755  1,17E‐04
BP  GO:0031589~cell‐substrate adhesion  14  2,077  4,318  3,42E‐04
BP  GO:0048513~organ development  87  12,908  1,513  1,17E‐03
BP  GO:0009653~anatomical structure morphogenesis  65  9,644  1,641  1,33E‐03
BP  GO:0007275~multicellular organismal development  128  18,991  1,350  2,61E‐03
BP  GO:0055065~metal ion homeostasis  19  2,819  2,802  2,75E‐03
BP  GO:0032502~developmental process  137  20,326  1,315  4,48E‐03
BP  GO:0006875~cellular metal ion homeostasis  18  2,671  2,776  4,79E‐03
BP  GO:0030154~cell differentiation  79  11,721  1,459  8,67E‐03
BP  GO:0006954~inflammatory response  24  3,561  2,232  8,90E‐03
BP  GO:0009887~organ morphogenesis  35  5,193  1,876  9,14E‐03
BP  GO:0006935~chemotaxis  15  2,226  2,834  1,48E‐02
BP  GO:0042330~taxis  15  2,226  2,834  1,48E‐02
BP  GO:0008544~epidermis development  16  2,374  2,628  2,03E‐02
BP  GO:0000165~MAPKKK cascade  16  2,374  2,628  2,03E‐02
BP  GO:0051246~regulation of protein metabolic process  33  4,896  1,827  2,12E‐02
BP  GO:0055080~cation homeostasis  21  3,116  2,219  2,33E‐02
BP  GO:0048869~cellular developmental process  79  11,721  1,400  2,85E‐02
BP  GO:0030003~cellular cation homeostasis  19  2,819  2,261  3,39E‐02
BP  GO:0032268~regulation of cellular protein metabolic process  29  4,303  1,849  3,66E‐02
BP  GO:0030198~extracellular matrix organization  11  1,632  3,197  3,92E‐02
BP  GO:0030199~collagen fibril organization  6  0,890  6,254  4,07E‐02
BP  GO:0050801~ion homeostasis  26  3,858  1,922  4,07E‐02
BP  GO:0007398~ectoderm development  16  2,374  2,430  4,34E‐02
BP  GO:0007243~protein kinase cascade  24  3,561  1,961  4,81E‐02
BP  GO:0009611~response to wounding  31  4,599  1,768  4,94E‐02
CC6  GO:0044421~extracellular region part  65  9,644  2,028  1,09E‐06
CC  GO:0005578~proteinaceous extracellular matrix  31  4,599  2,902  4,72E‐06
CC  GO:0031012~extracellular matrix  32  4,748  2,779  7,62E‐06
CC  GO:0005625~soluble fraction  25  3,709  2,393  1,84E‐03
CC  GO:0005576~extracellular region  95  14,095  1,416  5,02E‐03
CC  GO:0005615~extracellular space  41  6,083  1,793  5,67E‐03
CC  GO:0044420~extracellular matrix part  13  1,929  3,329  7,22E‐03
CC  GO:0005887~integral to plasma membrane  61  9,050  1,538  1,08E‐02
CC  GO:0031226~intrinsic to plasma membrane  62  9,199  1,529  1,13E‐02
CC  GO:0005581~collagen  7  1,039  5,992  1,29E‐02
MF7  GO:0005102~receptor binding  61  9,050  2,085  1,19E‐06
MF  GO:0001664~G‐protein‐coupled receptor binding  17  2,522  4,638  1,04E‐05
MF  GO:0008009~chemokine activity  10  1,484  6,584  2,38E‐04
MF  GO:0042379~chemokine receptor binding  10  1,484  6,181  4,07E‐04
MF  GO:0008092~cytoskeletal protein binding  35  5,193  2,103  9,57E‐04
MF  GO:0003779~actin binding  25  3,709  2,323  3,18E‐03
MF  GO:0042277~peptide binding  18  2,671  2,685  6,11E‐03
MF  GO:0005201~extracellular matrix structural constituent  11  1,632  3,874  7,77E‐03
MF  GO:0001871~pattern binding  15  2,226  2,950  8,63E‐03
MF  GO:0030247~polysaccharide binding  15  2,226  2,950  8,63E‐03
MF  GO:0008201~heparin binding  11  1,632  3,234  3,12E‐02
MF  GO:0005539~glycosaminoglycan binding  13  1,929  2,812  3,41E‐02
MF  GO:0030246~carbohydrate binding  23  3,412  1,968  4,98E‐02
1Número  de  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  incluidos  en  cada  término;  2Porcentaje  de  genes  incluidos  en  cada  término 
calculado  con  respecto  al  número  total  de  genes  analizados;  3Veces  de  enriquecimiento;  4Benjamini & Hochberg  False 
Discovery Rate; 5Proceso biológico; 6Componente celular; 7Función molecular. 
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2.5. La  represión  de  las  quimioquinas  CCL2,  CCL11  y  CCL13  es  necesaria  para  el  efecto 
inhibitorio  de  la  1,25(OH)2D3  sobre  la  capacidad  de  contraer  geles  de  colágeno  de  los 
fibroblastos de colon humano 
A  continuación  estudiamos  la  posible  implicación  de  algunos  de  los  genes  diana  de  1,25(OH)2D3 
identificados  en  el  análisis  de  expresión  génica  global  en  la  inhibición  de  las  propiedades 
protumorales  de  los  fibroblastos  colónicos  ejercida  por  la  1,25(OH)2D3.  Debido  a  las  dificultades 
asociadas  al manejo  de  los  cultivos  primarios  de  fibroblastos  (disponibilidad  de  un  número muy 
reducido de células, entrada en senescencia con  los pases, etc), nos planteamos usar como modelo 
para  estos  experimentos  la  línea  celular  establecida  de  fibroblastos  de  colon  humano  CCD18Co. 
Analizamos en primer lugar su expresión de VDR. Los fibroblastos CCD18Co expresan niveles basales 
de RNA y de proteína de VDR, que aumentan tras el tratamiento con 1,25(OH)2D3 (Figura 20A y 20B). 
A continuación, estudiamos el efecto de la 1,25(OH)2D3 sobre la proliferación de estos fibroblastos y 
sobre  su  capacidad de  contraer  geles  de  colágeno. Al  igual que  en  la mayoría de  los  fibroblastos 
analizados previamente,  la 1,25(OH)2D3  inhibe de forma significativa esas dos propiedades celulares 
en  los  fibroblastos  CCD18Co  (Figura  20C  y  20D).  Estos  resultados  indican  que  dichos  fibroblastos 
expresan VDR y responden a 1,25(OH)2D3, pudiendo ser, por tanto, utilizados como modelo para el 
estudio propuesto. 
De  los genes diana de 1,25(OH)2D3  identificados en el estudio de microarrays  seleccionamos  las 
quimioquinas CCL2, CCL11 y CCL13, que se reprimen por 1,25(OH)2D3 en NFs y en CAFs (Figura 19), 
para  analizar  su  implicación  en  la  inhibición  de  las  propiedades  protumorales  de  los  fibroblastos 
colónicos  por  1,25(OH)2D3.  En  primer  lugar,  confirmamos  que,  al  igual  que  en  los  fibroblastos 
primarios,  la  expresión  de  dichas  quimioquinas  se  reprime  por  1,25(OH)2D3  en  los  fibroblastos 
CCD18Co  (Figura 21A). En  segundo  lugar,  realizamos ensayos de contracción de geles de colágeno 
con dichos fibroblastos en presencia de 1,25(OH)2D3 y/o de las quimioquinas seleccionadas añadidas 
exógenamente  (recombinantes).  Las  tres  quimioquinas  reducen  de  forma  estadísticamente 
significativa la inhibición ejercida por la 1,25(OH)2D3 sobre la capacidad de contraer geles de colágeno 
de los fibroblastos CCD18Co, siendo la reducción de aproximadamente un 42% (CCL2), 24% (CCL11) y 
20% (CCL13) (Figura 21B). Este resultado sugiere que la acción de la 1,25(OH)2D3 sobre la habilidad de 
los fibroblastos colónicos para contraer la ECM está mediada, al menos en parte, por la inhibición de 
la expresión de estas quimioquinas. 
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Figura 20. Los fibroblastos de colon humano CCD18Co expresan VDR y la 1,25(OH)2D3 inhibe sus acciones protumorales. 
(A) Análisis mediante Western Blot  de  la  expresión  de  proteína  de VDR  en  fibroblastos  CCD18Co  tratados  con  100  nM 
1,25(OH)2D3 o vehículo durante los tiempos indicados. Como control de carga se utilizó β‐actina. Se muestran imágenes de 
un  experimento  representativo  (izquierda)  y  la media  ±  SEM  de  la  cuantificación  de  tres  experimentos  independientes 
(derecha).  (B) Análisis mediante RT‐qPCR de  la expresión de RNA de VDR en  fibroblastos CCD18Co  tratados con 100 nM 
1,25(OH)2D3 o  vehículo durante 96 h.  Los datos  se normalizaron  con  respecto a  la expresión del gen  constitutivo  SDHA 
según  se  indica  en  Materiales  y  Métodos.  Se  muestra  la  media  ±  SEM  de  tres  experimentos  independientes.  (C) 
Cuantificación de la capacidad proliferativa de fibroblastos CCD18Co tratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 
los tiempos  indicados. Los resultados se muestran como porcentaje respecto a  la proliferación de  las células tratadas con 
vehículo a  cada  tiempo  (%  control). Se  representa  la media ± SEM de  tres experimentos  independientes.  (D) Ensayo de 
contracción de geles de colágeno por  fibroblastos CCD18Co en presencia de 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo. Se  incluyen 
imágenes de un experimento representativo mostrando  la apariencia de  los geles de colágeno a cada tiempo (abajo) y  la 
cuantificación (media ± SEM) de tres experimentos independientes (arriba). Barra de escala, 400 µm. 
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Figura 21.  Las quimioquinas CCL2, CCL11 y CCL13  se  reprimen por 1,25(OH)2D3 e  inhiben  los efectos de ésta  sobre  la 
capacidad de contraer geles de colágeno de los fibroblastos de colon humano CCD18Co. (A) Análisis mediante RT‐qPCR de 
la expresión de RNA de CCL2, CCL11 y CCL13 en fibroblastos CCD18Co tratados con 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo durante 
48 h.  Los datos  se normalizaron  con  respecto a  la expresión del gen  constitutivo SDHA  según  se  indica en Materiales y 
Métodos. Se muestra la media ± SEM de tres experimentos independientes. (B) Ensayo de contracción de geles de colágeno 
por fibroblastos CCD18Co en presencia de 100 nM 1,25(OH)2D3 o vehículo y 100 ng/ml CCL2, CCL11, CCL13 o vehículo. Se 
muestra la cuantificación del área de los geles de colágeno a las 144 h de tratamiento y los datos corresponden a la media ± 
SEM de tres experimentos independientes. 
   
 75 
 
3. Expresión de VDR y de los genes diana de 1,25(OH)2D3 CD82 y S100A4 en muestras de pacientes 
con cáncer colorrectal  
3.1. Análisis de la especificidad del anticuerpo anti‐VDR 
Antes de estudiar por  inmunohistoquímica  la expresión de VDR en muestras de pacientes con CRC, 
valoramos  la especificidad del anticuerpo anti‐VDR que queríamos utilizar. Primero  llevamos a cabo 
Western Blots de células HEK293T transfectadas transitoriamente con un vector de expresión de VDR 
o el vector vacío, y de células SW480‐ADH en las que la expresión de VDR se ha interferido mediante 
la  expresión  de  un  shRNA  dirigido  contra  VDR  (shVDR)  o  que  expresan  un  shRNA  inespecífico 
(shControl) [162]. La incubación de las membranas con el anticuerpo anti‐VDR muestra que la banda 
correspondiente a VDR (49 kD) se comporta según lo esperado en las células que sobreexpresan VDR 
y en  las que se ha  interferido su expresión (Figura   22A). Además, dicha banda no se detecta si  las 
membranas  se  han  incubado  con  una  IgG  control  del mismo  isotipo  que  el  anticuerpo  anti‐VDR 
(Figura  22A), o sin anticuerpo primario (datos no mostrados). Similares resultados se observaron al 
analizar lisados de tumores de pacientes con CRC (Figura 22B). También estudiamos la especificidad 
del anticuerpo anti‐VDR en ensayos de  inmunofluorescencia  con  las  células HEK293T previamente 
descritas, obteniendo  resultados equivalentes  (Figura 22C). A continuación ampliamos el estudio a 
muestras de tejido analizadas por inmunohistoquímica. Primero estudiamos la expresión de Vdr en el 
intestino delgado (uno de  los tejidos con mayor expresión de VDR) de ratones normales (wild‐type, 
Vdr+/+) y de ratones deficientes en Vdr (Vdr‐/‐) como control negativo [122, 129]. La incubación de las 
secciones  tisulares  con  el  anticuerpo  anti‐VDR  muestra  una  intensa  señal  predominantemente 
nuclear  (aunque  también  citoplasmática)  en  las  vellosidades  y  criptas  intestinales  (Figura  23A). 
Confirmando  la especificidad del anticuerpo, dicha señal desaparece completamente en  los  tejidos 
procedentes de  los ratones Vdr‐/‐ (Figura 23A), y en  los tejidos que han sido  incubados con una  IgG 
control del mismo  isotipo que el anticuerpo anti‐VDR (Figura 23A) o sin anticuerpo primario (datos 
no mostrados). Por último, un estudio  inmunohistoquímico equivalente con muestras de pacientes 
con  CRC  arrojó  resultados  similares  (Figura  23B).  Todos  estos  datos  indican  que  el  anticuerpo 
seleccionado es específico y adecuado para analizar la expresión de VDR en tejidos humanos. 
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Figura  22.  Análisis  de  la  especificidad  del  anticuerpo  anti‐VDR  por Western  Blot  e  inmunofluorescencia.  (A)  Análisis 
mediante Western Blot  de  la  expresión  de  proteína  de VDR  en  células HEK293T  transfectadas  transitoriamente  con  un 
vector de expresión de VDR o el vector vacío (n = 3) y en células SW480‐ADH que expresan establemente un shRNA contra 
VDR (shVDR) o un shRNA inespecífico (shControl) (n = 4). Membranas equivalentes se incubaron con el anticuerpo anti‐VDR, 
con una  IgG control del mismo  isotipo que el anticuerpo anti‐VDR, o  sin anticuerpo primario  (datos no mostrados) para 
evaluar  la especificidad de  la  señal.  β‐actina  se utilizó  como  control de  carga.  (B) Análisis mediante Western Blot de  la 
expresión de proteína de VDR en lisados de tumores colorrectales humanos (n = 8). Se incluyó un lisado de células SW480‐
ADH  como  control positivo. Membranas equivalentes  se  incubaron  con el anticuerpo anti‐VDR,  con una  IgG  control del 
mismo isotipo que el anticuerpo anti‐VDR, o sin anticuerpo primario (datos no mostrados) para evaluar la especificidad de 
la  señal. GAPDH  se  utilizó  como  control  de  carga.  (C)  Imágenes  representativas  de  inmunofluorescencia  y microscopía 
confocal que muestran la expresión de proteína de VDR en células HEK293T transfectadas transitoriamente con un vector 
de expresión de VDR o el vector vacío. Cristales equivalentes se incubaron con el anticuerpo anti‐VDR, con una IgG control 
del mismo isotipo que el anticuerpo anti‐VDR, o sin anticuerpo primario (datos no mostrados) para evaluar la especificidad 
de la señal. Los núcleos están teñidos con DAPI. Barra de escala, 50 µm.   
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Figura 23. Análisis de la especificidad del anticuerpo anti‐VDR por inmunohistoquímica. (A) Imágenes representativas de 
inmunohistoquímica de la expresión de proteína de Vdr en el intestino delgado de ratones Vdr+/+ y Vdr‐/‐. Secciones tisulares 
equivalentes se incubaron con el anticuerpo anti‐VDR, con una IgG control del mismo isotipo que el anticuerpo anti‐VDR, o 
sin anticuerpo primario (datos no mostrados) para evaluar la especificidad de la señal. Barra de escala, 50 µm. (B) Imágenes 
representativas de inmunohistoquímica de la expresión de proteína de VDR en tumores colorrectales humanos. Secciones 
tisulares equivalentes se  incubaron con el anticuerpo anti‐VDR, con una  IgG control del mismo  isotipo que el anticuerpo 
anti‐VDR, o sin anticuerpo primario (datos no mostrados) para evaluar la especificidad de la señal. Barra de escala, 50 µm. 
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3.2. VDR  se  expresa  en  las  células  de  carcinoma  y  en  el  estroma  de  tumores  colorrectales 
humanos 
Una  vez  confirmada  la  especificidad  del  anticuerpo  anti‐VDR,  analizamos  mediante 
inmunohistoquímica  la  expresión  de  VDR  en  tumores  primarios  de  658  pacientes  con  CRC 
metastásico  de  los  que  disponíamos  de  información  clínica,  incluyendo  un  seguimiento  clínico 
prolongado. La Tabla 11 contiene las características clinicopatológicas de los pacientes. 
Los resultados muestran una intensa expresión nuclear y una expresión citoplasmática más débil 
de  VDR  tanto  en  las  células  de  carcinoma  como  en  las  células  del  estroma  de  los  tumores 
colorrectales  (Figura 24). Sin embargo,  la expresión de VDR en  cada compartimento  tumoral varía 
ampliamente entre pacientes: el 14,3% de los tumores analizados muestran elevados niveles de VDR 
en ambos compartimentos, el 11,2% presentan alta expresión de VDR en las células de carcinoma y 
baja expresión en las células del estroma, el 13,1% tienen altos niveles de VDR en el estroma y bajos 
en  las células de carcinoma, y el 61,4% muestran baja expresión de VDR en ambos compartimentos 
(Figura 24).  
Tabla 11. Características clinicopatológicas de  los pacientes con CRC metastásico cuyos tumores primarios se utilizaron 
para los análisis de inmunohistoquímica. 
Características 
Edad, mediana (rango)  68 (24‐88) 
Género, n (%) 
Mujer  259 (39,4) 
Hombre  399 (60,6) 
Grado ECOG1, n (%) 
0  215 (32,7) 
1  285 (43,3) 
2  112 (17,0) 
3    46    (7,0) 
Número de sitios metastásicos, n (%) 
1‐2  611 (92,9) 
> 2    47    (7,1) 
Solo metástasis hepáticas, n (%) 
No  462 (70,2) 
Sí  196 (29,8) 
Quimioterapia neoadyuvante, n (%) 
No  491 (74,6) 
Sí  167 (25,4) 
Tratamiento de 1ª línea metastásico, n (%) 
5‐Fluorouracilo  380 (57,8) 
Oxaliplatino  114 (17,3) 
   Irinotecán  164 (24,9) 
   1Para detalles, véase Materiales y Métodos. 
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Figura  24.  VDR  se  expresa  en  los  compartimentos  de  carcinoma  y  de  estroma  de  tumores  colorrectales  humanos. 
Imágenes  representativas  de  los  cuatro  tipos  de  situaciones  encontradas  al  analizar  mediante  inmunohistoquímica  la 
expresión de proteína de VDR en tumores procedentes de 658 pacientes con CRC metastásico. Barras de escala, 20 µm. 
 
3.3. Altos niveles de expresión de VDR en  los fibroblastos del estroma tumoral se asocian con 
un mejor pronóstico de los pacientes con cáncer colorrectal 
A  continuación,  analizamos  si  los  niveles  de  expresión  de  VDR  en  los  distintos  tipos  celulares 
presentes en los tumores colorrectales tienen relación con el pronóstico de los pacientes con CRC. En 
primer  lugar,  una  expresión  elevada  de  VDR  en  las  células  de  carcinoma  se  asocia  de  manera 
significativa con una mayor OS de  los pacientes (mediana: 17,4 meses vs 12,6 meses) (Figura 25A). 
Sin embargo, la asociación entre alta expresión de VDR y PFS (mediana: 10,1 meses vs 7,5 meses) no 
llega a  ser estadísticamente  significativa  (Figura 25A). En  segundo  lugar,  los pacientes  con niveles 
elevados de VDR en  los  fibroblastos del estroma tumoral presentan una OS  (mediana: 17,2 vs 10,6 
meses) y una PFS (mediana: 11,5 meses vs 6,9 meses) significativamente más largas que los pacientes 
con niveles de VDR bajos en estas células (Figura 25A). En tercer lugar, no observamos relación entre 
la expresión de VDR en  los  linfocitos del estroma  tumoral y  la OS o  la PFS de  los pacientes  (Figura 
25A). El análisis combinado de la expresión de VDR en las células de carcinoma y en los fibroblastos 
del estroma tumoral muestra que los pacientes con alta expresión de VDR en ambos tipos celulares 
tienen una OS más larga, pero no se observaron diferencias significativas a nivel de PFS (Figura 25B). 
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Figura 25. Asociación entre  los niveles de expresión de proteína de VDR en  los distintos tipos celulares de  los tumores 
colorrectales y el pronóstico de los pacientes. (A) Gráficas de Kaplan‐Meier mostrando la OS o la PFS de pacientes con CRC 
metastásico  (n  =  658)  estratificados  por  los  niveles  de  expresión  de  proteína  de  VDR  en  las  células  de  carcinoma,  los 
fibroblastos del estroma tumoral, o  los  linfocitos del estroma tumoral. (B) Gráficas de Kaplan‐Meier mostrando  la OS o  la 
PFS de pacientes con CRC metastásico (n = 658) estratificados por los niveles de expresión de proteína de VDR en las células 
de carcinoma y en los fibroblastos del estroma tumoral. 
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Además, el análisis multivariante de  regresión de Cox muestra que  la expresión de VDR en  los 
fibroblastos  del  estroma  tumoral  es  un  factor  pronóstico  independiente  para  la  OS  (Tabla  12), 
existiendo una fuerte tendencia cercana a la significancia estadística en el caso de la PFS (Tabla 13). 
Otros  factores  pronóstico  independientes  son  el  grado  ECOG  para  la  OS  y  la  administración  de 
quimioterapia neoadyuvante para la OS y la PFS (Tablas  12 y 13). 
 
Tabla 12. Análisis univariante y multivariante de  regresión de Cox del valor pronóstico de  los niveles de expresión de 
proteína de VDR y de otras variables clinicopatológicas en la OS de pacientes con CRC metastásico. 
Análisis univariante  Análisis multivariante 
Variable     HR1 (95% CI2)      p        HR (95% CI)      p 
Género 
Mujer  1,00  0,271 
Hombre  1,11 (0,71 a 1,12) 
Grado ECOG3 
0  1,00  0,001  1,00  0,019 
1  1,57 (1,15 a 2,12)  1,49 (0,89 a 2,07) 
2  2,82 (1,77 a 4,44)  1,90 (0,93 a 2,48) 
3  2,83 (1,98 a 4,04)  2,51 (1,61 a 5,61) 
Número de sitios metastásicos 
1‐2  1,00  0,087 
> 2  1,34 (0,95 a 1,86) 
Quimioterapia neoadyuvante 
No  1,00  0,003  1,00  0,002 
Sí  0,54 (0,42 a 0,69)  0,42 (0,38 a 0,62) 
Tratamiento de 1ª línea metastásico 
5‐Fluorouracilo  1,00  0,004  1,00  0,076 
Oxaliplatino  0,73 (0,54 a 0,96)  0,77 (0,58 a 1,93) 
Irinotecán  0,68 (0,52 a 0,87)  0,70 (0,47 a 1,01) 
Expresión de proteína de VDR 
en los fibroblastos estromales           
Baja  1,00  0,012  1,00  0,043 
Alta  0,70 (0,52 a 0,92)  0,71 (0,46 a 1,14) 
Expresión de proteína de VDR  
en las células de carcinoma           
Baja  1,00  0,003  1,00  0,165 
   Alta  0,69 (0,52 a 0,93)        0,81 (0,65 a 1,25) 
1Hazard ratio; 2Intervalo de confianza; 3Para detalles, véase Materiales y Métodos. 
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Tabla 13. Análisis univariante y multivariante de  regresión de Cox del valor pronóstico de  los niveles de expresión de 
proteína de VDR y de otras variables clinicopatológicas en la PFS de pacientes con CRC metastásico. 
Análisis univariante  Análisis multivariante 
Variable      HR1 (95% CI2)      p      HR (95% CI)      p 
Género 
Mujer  1,00  0,527 
Hombre  0,95 (0,81 a 1,11) 
Grado ECOG3 
0  1,00  0,011  1,00  0,101 
1  1,36 (1,12 a 1,62)  1,32 (0,95 a 1,86) 
2  1,36 (1,05 a 1,73)  1,20 (0,79 a 1,82) 
3  1,77 (1,08 a 1,97)  1,76 (0,96 a 1,95) 
Número de sitios metastásicos 
1‐2  1,00  0,362 
> 2  1,13 (0,87 a 1,45) 
Quimioterapia neoadjuvante 
No  1,00  0,001  1,00  0,002 
Sí  0,63 (0,52 a 0,75)  0,55 (0,39 a 0,75) 
Tratamiento de 1ª línea metastásico 
5‐Fluorouracilo  1,00  0,012  1,00  0,057 
Oxaliplatino  0,61 (0,41 a 1,03)  0,83 (0,58 a 1,19) 
Irinotecán  0,61 (0,45 a 1,12)  0,88 (0,61 a 1,27) 
Expresión de proteína de VDR 
en los fibroblastos estromales           
Baja  1,00  0,036  1,00  0,067 
Alta  0,75 (0,56 a 1,01)  0,83 (0,61 a 1,14) 
Expresión de proteína de VDR 
en las células de carcinoma           
Baja  1,00  0,112  1,00  0,815 
   Alta  0,95 (0,64 a 1,12)     0,94 (0,75 a 1,43) 
1Hazard ratio; 2Intervalo de confianza; 3Para detalles, véase Materiales y Métodos. 
 
Un 5‐10% de los tumores colorrectales tienen mutaciones en el oncogén BRAF y alrededor de un 
20% presentan fenotipo de MSI, siendo ambos  importantes factores pronóstico negativo y positivo, 
respectivamente, en CRC  [180, 261]. Por ello, analizamos  la presencia de estas alteraciones en  los 
tumores colorrectales de nuestra serie de 658 pacientes y estudiamos el efecto que la expresión de 
VDR en los fibroblastos estromales tiene en la supervivencia de los distintos subgrupos de pacientes 
establecidos en función de ellas. La asociación estadísticamente significativa entre alta expresión de 
VDR en  los  fibroblastos del estroma  tumoral y una OS más  larga se mantiene en  los subgrupos de 
pacientes que presentan o no fenotipo de MSI y en los que no tienen BRAF mutado, mientras que en 
el subgrupo de pacientes con BRAF mutado se observa una tendencia que no alcanza la significancia 
estadística probablemente por el reducido número de pacientes en este subgrupo (Figura 26). 
  No encontramos asociaciones estadísticamente  significativas entre  los niveles de expresión 
de  VDR  en  las  células  de  carcinoma  o  en  los  fibroblastos  del  estroma  tumoral  y  otras  variables 
clinicopatológicas de los pacientes (Tabla 14). 
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Figura 26. Asociación entre  la expresión de VDR en  los fibroblastos del estroma tumoral y  la supervivencia de distintos 
subgrupos de pacientes con CRC metastásico. (A) Gráficas de Kaplan‐Meier mostrando la OS de pacientes con CRC con (n = 
51) o sin (n = 607) mutaciones en la V600 de BRAF estratificados por los niveles de expresión de VDR en los fibroblastos del 
estroma tumoral. (B) Gráficas de Kaplan‐Meier mostrando la OS de pacientes con CRC con (n = 42) o sin (n = 616) fenotipo 
de MSI estratificados por los niveles de expresión de VDR en los fibroblastos del estroma tumoral. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
84 
 
Tabla 14. Asociaciones estadísticas entre  los niveles de expresión de proteína de VDR en  los  fibroblastos del estroma 
tumoral o en las células de carcinoma y otras variables clinicopatológicas de los pacientes con CRC metastásico. 
    Expresión de proteína de VDR en    los fibroblastos estromales (n = 658)  
Expresión de proteína de VDR en   
las células de carcinoma (n = 658)
     Baja      Alta          p     Baja       Alta    p Variable    (n = 478)      (n = 180)     (n = 490)   (n = 168) 
Género, n (%) 
    Mujer  191 (40,0)    68 (37,8)  0,803    193 (39,4)    66 (39,3)  0,979
    Hombre  287 (60,0)  112 (62,2)    297 (60,6)  102 (60,7) 
Grado ECOG1, n (%) 
    0  157 (32,8)    58 (32,2)  0,770    164 (33,5)    48 (28,6)  0,465
    1  208 (43,6)    77 (42,8)       216 (44,1)    72 (42,9) 
    2    76 (15,9)    36 (20,0)      74 (15,1)    38 (22,6) 
    3    37   (7,7)      9   (5,0)      36   (7,3)    10   (5,9) 
Número de sitios metastásicos, n (%) 
    1‐2  447 (93,5)  164 (91,1)  0,431    450 (91,8)  161 (95,8)  0,196
    > 2     31   (6,5)    16    (8,9)      40   (8,2)      7    (4,2) 
Solo metástasis hepáticas, n (%) 
    No  321 (67,2)  141 (78,3)  0,810    335 (68,4)  127 (75,6)  0,810
    Sí  157 (32,8)    39 (21,7)    155 (31,6)    41 (24,4) 
Quimioterapia neoadyuvante, n (%) 
    No  369 (77,2)  122 (67,8)  0,120    385 (78,6)  106 (63,1)  0,091
    Sí  109 (22,8)    58 (32,2)    105 (21,4)    62 (36,9) 
Tratamiento de 1ª línea metastásico, n (%) 
    5‐Fluorouracilo  283 (59,2)    97 (53,9)  0,269    283 (57,8)    97 (57,7)  0,893
    Oxaliplatino    88 (18,4)    26 (14,4)      87 (17,8)    27 (16,1) 
     Irinotecán  107 (22,4)    57 (31,7)       120 (24,4)    44 (26,2) 
1Para detalles, véase Materiales y Métodos. 
 
3.4. La  expresión  de  los  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  CD82  y  S100A4  en  los  fibroblastos  del 
estroma tumoral se asocia con la expresión de VDR en dichas células y con la supervivencia 
de los pacientes con cáncer colorrectal 
A continuación quisimos analizar en nuestra serie de 658 pacientes con CRC metastásico la expresión 
mediante  inmunohistoquímica  de  alguno  de  los  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  identificados  en  los 
análisis  de  expresión  génica  global  y  validados  posteriormente  a  nivel  de  RT‐qPCR.  Para  ello, 
seleccionamos CD82 (también conocido como KAI1) que se induce por 1,25(OH)2D3 en NFs y en CAFs 
(Figura 19)  y  se ha descrito que  actúa  como  supresor de metástasis  [224, 240],  y  S100A4 que  se 
reprime por 1,25(OH)2D3 en NFs y en CAFs (Figura 19) y es un marcador de fibroblastos activados [9, 
190]. El estudio realizado muestra que ambas proteínas se expresan de forma exclusiva en el estroma 
de los tumores colorrectales: CD82 se localiza de modo difuso en el citoplasma y en la membrana de 
las  células  del  estroma,  y  S100A4  se  expresa  en  el  núcleo  y  en  el  citoplasma  de  los  fibroblastos 
estromales.  En ningún  caso  se detectó  expresión de dichas proteínas  en  las  células de  carcinoma 
(Figura 27A).  
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Figura 27. La expresión de CD82 o de S100A4 en los fibroblastos del estroma tumoral se asocia con la expresión de VDR 
en dichas células y con  la supervivencia de  los pacientes con CRC metastásico. (A)  Imágenes representativas del análisis 
inmunohistoquímico de la expresión de proteína de CD82 y de S100A4 en 658 tumores colorrectales. Barras de escala, 20 
µm.  (B) Los diagramas de cajas muestran  la expresión de proteína de CD82 o de S100A4 en  los  fibroblastos del estroma 
tumoral  categorizados  según  sus  niveles  de  expresión  de  proteína  de  VDR  (n  =  658).  Las  cajas  contienen  los  valores 
comprendidos entre los percentiles 25 y 75, la línea en el interior de cada caja corresponde a la mediana, y los extremos de 
las líneas exteriores indican los valores máximos y mínimos. (C) Gráficas de Kaplan‐Meier mostrando la OS de pacientes con 
CRC metastásico (n = 658) estratificados por los niveles de expresión de proteína de CD82 o de S100A4 en los fibroblastos 
estromales del tumor. 
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De acuerdo con su  identificación como genes diana de 1,25(OH)2D3 en  los cultivos primarios de 
fibroblastos,  los  tumores  colorrectales que presentan niveles  elevados de VDR  en  los  fibroblastos 
estromales  tienen una expresión  significativamente mayor de CD82 y menor de S100A4 en dichas 
células (Figura 27B). Finalmente, encontramos que altos niveles de expresión de CD82 o bajos niveles 
de expresión de S100A4 en  los fibroblastos del estroma tumoral se asocian de manera significativa 
con una OS más  larga de  los pacientes con CRC metastásico  (mediana: 21,4 meses vs 11,2 meses, 
para  CD82;  mediana:  14,9  meses  vs  9,8  meses,  para  S100A4)  (Figura  27C).  Sin  embargo,  no 
encontramos  diferencias  significativas  a  nivel  de  PFS  (datos  no  mostrados).
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Numerosos estudios epidemiológicos muestran una asociación  inversa entre el estado vitamínico D 
(niveles circulantes de 25(OH)D3) y  la  incidencia y/o mortalidad del CRC [66, 78, 104, 144, 177]. De 
acuerdo con ello, la 1,25(OH)2D3 y algunos de sus análogos ejercen acciones antitumorales en células 
en  cultivo  y  en  modelos  animales  de  CRC  [177].  Así,  la  1,25(OH)2D3  inhibe  la  proliferación,  la 
migración,  la  invasividad  y  el  potencial  angiogénico  de  las  células  de  CRC,  y  aumenta  su 
diferenciación y su sensibilidad a  la apoptosis  inducida por agentes quimioterápicos [66, 177]. Estas 
acciones están mediadas y dependen de la expresión de VDR en las células de carcinoma. 
En  los  últimos  años  se  ha  demostrado  que  el  microambiente  tumoral  contribuye  a  la 
tumorogénesis  en  diversos  tipos  de  carcinomas  [9,  20,  83,  178,  213].  De  hecho,  varios  trabajos 
muestran  que  los  subtipos  de  CRC  con  peor  pronóstico  se  caracterizan  por  una  reacción 
desmoplásica pronunciada, presencia de un alto número de fibroblastos estromales, y un patrón de 
expresión  génica  que  incluye  marcadores  de  fibroblastos  activados  y  genes  expresados 
específicamente por  los fibroblastos del estroma tumoral [15, 23, 37, 95, 102, 107, 216, 241]. Todo 
ello  sugiere  que  la  combinación  de  agentes  antiestromales  con  terapias  antitumorales  clásicas 
dirigidas contra  las células de carcinoma podría tener beneficios terapéuticos en el tratamiento del 
CRC. 
A pesar de los numerosos datos que apoyan la importante función del microambiente tumoral en 
el CRC y la acción protectora de la vitamina D frente a esta neoplasia, no existen estudios publicados 
sobre la posible acción de la 1,25(OH)2D3 en el estroma de los tumores colorrectales. Los resultados 
obtenidos  en  esta  Tesis  constituyen,  por  tanto,  la  primera  demostración  de  los  efectos  de  la 
1,25(OH)2D3 sobre el estroma tumoral en CRC. 
 
1. Expresión de VDR en el estroma de los tumores colorrectales 
Como se comenta en la Introducción, numerosos trabajos han analizado la expresión de VDR en CRC. 
La conclusión global más aceptada de los resultados obtenidos es que la expresión de VDR aumenta 
en  las  lesiones precancerosas y en  los estadios  tempranos de esta  tumorogénesis  (ACFs, pólipos y 
adenomas),  mientras  que  disminuye  en  los  estadios  avanzados  y  en  las  metástasis  en  ganglios 
linfáticos [7, 39, 40, 60, 120, 142, 151, 172, 175, 209]. Sin embargo, estos estudios no especifican el 
compartimento o  tipo  celular del  tumor que  expresa VDR. Además,  en muchos  casos  analizan de 
forma global  la expresión de VDR en un fragmento de tejido tumoral (por RT‐qPCR o Western Blot), 
por lo que los resultados obtenidos probablemente reflejan en gran medida la expresión de VDR en 
las células de carcinoma, ya que éstas suelen ser mayoritarias en el tumor con respecto a las células 
del estroma.  
  En esta Tesis hemos estudiado la expresión de VDR por RT‐qPCR en cultivos primarios de NFs 
y  CAFs  derivados  de  biopsias  de  pacientes  con  CRC  en  distintos  estadios  (n  =  32),  así  como  por 
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inmunohistoquímica en  tejido  tumoral de pacientes de CRC metastásico  (n = 658). El análisis de  la 
expresión de RNA de VDR  en  los NFs  y  en  los CAFs muestra que  todos  los  fibroblastos primarios 
analizados expresan VDR  (Figura 15A). De acuerdo con esto,  todos ellos  responden al  tratamiento 
con 1,25(OH)2D3 con un aumento en los niveles de expresión de RNA de CYP24A1 (Figura 15C). No se 
observaron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de expresión de VDR entre NFs y 
CAFs, aunque sí existe cierta variabilidad entre pacientes, más pronunciada en los CAFs (Figura 15A). 
Estas diferencias en la expresión de VDR parecen tener consecuencias funcionales, ya que existe una 
correlación directa entre  la expresión de RNA de VDR en  los  fibroblastos primarios y  los niveles de 
RNA de CYP24A1 que se alcanzan tras el tratamiento de los mismos con 1,25(OH)2D3 (Figura 15D). Sin 
embargo, se han descrito otros factores (represión posttranscripcional de VDR por miRNAs, elevada 
expresión de correpresores de VDR, alta actividad basal de CYP24A1, etc) que reducen la respuesta a 
1,25(OH)2D3 independientemente de los niveles de expresión de RNA de VDR en diferentes sistemas 
[66, 177, 231], y que podrían explicar la baja inducción de CYP24A1 observada tras el tratamiento con 
1,25(OH)2D3 en algunos cultivos primarios con alta expresión de VDR (valores en  la esquina  inferior 
derecha de la Figura 15D). 
  Hemos  comparado  la  expresión  de  RNA  de  VDR  de  los  cultivos  primarios  y  de  las  líneas 
celulares establecidas de  fibroblastos utilizadas en esta Tesis con  la expresión observada en  líneas 
celulares de distintos orígenes que responden a 1,25(OH)2D3 [89, 120, 247] y en tejidos considerados 
de alta (intestino delgado, colon, riñón) o baja (músculo esquelético, corazón, hígado) expresión de 
VDR [254, 255] (Tabla 2). Los niveles máximos de RNA de VDR en NFs y en CAFs son similares a  los 
existentes en las células de CRC HCT116 y CACO2, mientras que los niveles inferiores detectados en 
NFs y en CAFs son comparables a los de las células de leucemia monocítica THP1, siendo todas ellas 
líneas celulares que responden a 1,25(OH)2D3. Además, las medianas de la expresión de VDR en NFs y 
en  CAFs  son  similares  a  los  niveles  observados  en  los  fibroblastos  CCD18Co  de  colon,  IMR90  de 
pulmón, y BJ‐hTERT de piel. En relación con los tejidos, las medianas de la expresión de VDR en NFs y 
en CAFs son equivalentes a la expresión detectada en el riñón, uno de los principales tejidos diana de 
1,25(OH)2D3, y los cultivos primarios que menos VDR expresan presentan niveles 3 veces superiores a 
los  del  hígado  y  el  corazón  y  8  veces  superiores  a  los  del músculo  esquelético.  Estos  resultados 
indican que  la expresión de VDR en  los NFs  y CAFs derivados de pacientes  con CRC  se encuentra 
dentro  de  los  valores  de  otros  tipos  celulares  y  tejidos  que  responden  a  1,25(OH)2D3,  aun 
presentando  cierta  variabilidad  entre  pacientes  debido  probablemente  a  sus  diferentes 
características individuales. 
  El análisis por  inmunohistoquímica  realizado en  la  serie de pacientes  con CRC metastásico 
indica que VDR se expresa en las células de carcinoma y en el estroma de los tumores colorrectales, 
presentando  variaciones  en  sus  niveles  de  expresión  en  cada  compartimento  entre  los  distintos 
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pacientes.  Aproximadamente  el  74,5%  de  los  tumores  muestran  bajos  niveles  de  VDR  en  el 
compartimento  de  carcinoma,  resultado  que  concuerda  con  trabajos  anteriores  en  los  que  se 
analizaba la expresión de VDR en tumores colorrectales mediante RT‐qPCR o Western Blot. De nuevo, 
en estos trabajos no se definían los diferentes compartimentos dentro del tumor, apuntando a que la 
expresión de VDR detectada en ellos correspondería mayoritariamente a las células de carcinoma [5, 
6, 116, 120, 133, 172, 175]. Los datos obtenidos por inmunohistoquímica en la serie de pacientes con 
CRC  metastásico  muestran  que  el  27,4%  de  los  tumores  presentan  altos  niveles  de  VDR  en  el 
estroma, mientras que un 72,6% presentan bajos niveles, careciendo en algún caso de expresión. Sin 
embargo, como se ha comentado anteriormente, todos los cultivos primarios de CAFs establecidos a 
partir de biopsias de pacientes con CRC expresan RNA de VDR. Esta discrepancia puede deberse a 
que  los  cultivos  primarios  de  CAFs  derivan  de  pacientes  con  CRC  en  diferentes  estadios,  en  su 
mayoría no metastásicos, y sin embargo  los pacientes de  la serie utilizada para el análisis mediante 
inmunohistoquímica son todos metastásicos. Por otro  lado,  la técnica utilizada para  la detección de 
VDR en  los dos  tipos de análisis es diferente  (RT‐qPCR e  inmunohistoquímica), pudiendo  la mayor 
sensibilidad de la RT‐qPCR ser también la responsable de la discrepancia observada. 
La expresión de VDR en otros tipos celulares del estroma de  los tumores colorrectales como  las 
células  endoteliales  de  vasos  sanguíneos  y  linfáticos  y  células  inmunes  distintas  a  los  linfocitos 
(macrófagos, mastocitos, etc) no se ha estudiado en esta Tesis.  
 
2. VDR como factor pronóstico en cáncer colorrectal 
Aunque muchos  trabajos  han  analizado  la  expresión  de  VDR  en  CRC, muy  pocos  han  descrito  la 
existencia de correlaciones entre  la expresión de VDR y  las características clinicopatológicas de  los 
pacientes.  En  1994,  Vandewalle  y  colaboradores mostraron  que  la  expresión  elevada  de  VDR  en 
tumores colorrectales se asocia con ausencia de afectación de nódulos linfáticos y un estadio menos 
avanzado  de  los  pacientes  [246].  Posteriormente,  Evans  y  colaboradores  describieron  que  altos 
niveles  de  RNA  de  VDR  se  asocian  con  un  mayor  grado  de  diferenciación  del  tumor  y  una 
supervivencia más  larga  en  un  serie  de  44  pacientes  con  CRC,  proponiendo  así  a  VDR  como  un 
marcador de pronóstico favorable en esta neoplasia [60]. La correlación directa entre la expresión de 
VDR y el grado de diferenciación del tumor se ha confirmado posteriormente en varios trabajos de 
nuestro grupo [120, 175]. Sin embargo, como se ha indicado en el apartado anterior, estos estudios 
analizan de forma global la expresión de VDR en toda la masa tumoral. 
En  esta  Tesis  hemos  estudiado mediante  inmunohistoquímica  la  expresión  de  VDR  en  tejido 
tumoral  de  una  serie  muy  amplia  de  pacientes  con  CRC  metastásico  (n  =  658),  y  analizado  las 
correlaciones  entre  la  expresión  de  VDR  en  los  distintos  compartimentos  del  tumor  y  las 
características clinicopatológicas de los pacientes. Así, este trabajo constituye la primera descripción 
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de  que  una  alta  expresión  de  VDR  en  los  fibroblastos  del  estroma  tumoral  correlaciona  con  una 
mayor  supervivencia  (OS  y  PFS)  de  los  pacientes  con  CRC metastásico  (Figura  25A).  Además,  el 
análisis  multivariante  de  regresión  de  Cox  indica  que  la  expresión  de  VDR  en  los  fibroblastos 
estromales de los tumores colorrectales es un factor pronóstico independiente para la OS, existiendo 
una fuerte tendencia cercana a  la significancia estadística en el caso de  la PFS (Tablas 12 y 13). Los 
resultados obtenidos muestran también que niveles elevados de VDR en las células de carcinoma se 
asocian a una mayor OS (aunque no PFS) de los pacientes (Figura  25A), lo que está en consonancia 
con lo descrito por Evans y colaboradores al analizar de forma global la expresión de RNA de VDR en 
tejido tumoral de un número reducido de pacientes con CRC [60].  
Los fibroblastos son el componente celular más abundante, pero no el único, del estroma tumoral 
[9, 20, 178, 213, 233], por lo que también analizamos la posible asociación entre la expresión de VDR 
en  los  linfocitos estromales y  la supervivencia de  los pacientes con CRC metastásico, sin encontrar 
asociaciones significativas en este caso (Figura 25A).  
A la vista de que tanto la expresión de VDR en las células de carcinoma como en los fibroblastos 
estromales  correlaciona  con  la  supervivencia de  los pacientes  con CRC metastásico,  analizamos  la 
supervivencia de dichos pacientes  teniendo en  cuenta  sus niveles de expresión de VDR en ambos 
compartimentos. Aquellos pacientes con alta expresión de VDR en  las células de carcinoma y en  los 
fibroblastos estromales tienen una OS significativamente más  larga (Figura 25B). Sin embargo, esto 
no se observa en el caso de  la PFS (Figura 25B), probablemente debido a  la ausencia de asociación 
entre la expresión de VDR en las células de carcinoma y la PFS (Figura 25A).  
Por otro lado, la mutación de BRAF y el fenotipo de MSI son dos importantes factores pronóstico 
(negativo y positivo, respectivamente) en CRC [180, 261], por  lo que procedimos a estudiarlos en  la 
serie de 658 pacientes con CRC metastásico. Observamos que la asociación entre la expresión de VDR 
en  los  fibroblastos  estromales  y  la  OS  se mantiene  en  los  pacientes  con  BRAF  no mutado  y  en 
aquellos con o sin fenotipo de MSI, existiendo una tendencia cercana a la significancia estadística en 
los pacientes  con BRAF mutado  (Figura  26A  y B).  Estos datos  sugieren  que  la  asociación  entre  la 
expresión  de VDR  en  los  fibroblastos  estromales  y  la  supervivencia  de  los  pacientes  es  general  y 
refuerzan la importancia de VDR como factor pronóstico en esta neoplasia.  
La expresión de VDR en las células de carcinoma o en los fibroblastos estromales no se asocia con 
ninguna  otra  característica  clinicopatológica  de  la  serie  de  658  pacientes  (Tabla  14).  Del mismo 
modo, tampoco encontramos asociaciones estadísticamente significativas entre la expresión de RNA 
de VDR en  los cultivos primarios de CAFs y  las características clinicopatológicas de  los pacientes de 
los que derivan, probablemente debido a que el número de pacientes (n = 32) es muy reducido para 
éste tipo de análisis. 
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3. La 1,25(OH)2D3 inhibe las propiedades protumorales de los fibroblastos 
Los CAFs promueven  la progresión  tumoral desde estadios premalignos, estimulan  la metástasis y 
favorecen el crecimiento de las células tumorales en los focos metastásicos [9]. Estas acciones están 
en parte mediadas por su habilidad para sintetizar, remodelar y contraer  la ECM [13, 95, 157, 165, 
198,  213,  214,  253].  A  través  de  la  remodelación  de  la  ECM  y  de  la  secreción  de  factores  de 
crecimiento  y  citoquinas,  los  CAFs  reclutan  otras  células  al  entorno  tumoral,  y  promueven  la 
migración e invasión de las células tumorales facilitando así la metástasis [157]. De acuerdo con esto, 
varios  trabajos  han  descrito  la  capacidad  de  los  CAFs  colónicos  de  contraer  la  ECM  e  inducir  la 
migración de las células de CRC [19, 95]. 
Nuestros datos indican que la 1,25(OH)2D3 inhibe dos propiedades protumorales características de 
los fibroblastos. Por un lado, la 1,25(OH)2D3 reduce la capacidad de contraer geles de colágeno de los 
NFs y de  los CAFs derivados de pacientes con CRC (1,9 y 1,3 veces, respectivamente) (Figura 16),  lo 
que  implica una  inhibición de  la activación de estas células. Todos  los cultivos primarios analizados 
muestran inhibición, aunque con cierta variabilidad en la intensidad del efecto, en la contracción de 
los  geles  de  colágeno  por  1,25(OH)2D3,  a  excepción  de  los  CAFs  del  paciente  44.  Por  otro  lado, 
estudiamos  el  efecto de  la 1,25(OH)2D3  sobre  la  capacidad de  los NFs  y de  los CAFs de  inducir  la 
migración de células de CRC. El pretratamiento de  los NFs y de  los CAFs con 1,25(OH)2D3 reduce el 
efecto inductor de los fibroblastos primarios sobre la migración de las células de CRC (Figura 17). Al 
igual que en  los ensayos de  contracción de  geles de  colágeno,  la 1,25(OH)2D3  inhibe,  aunque  con 
intensidad variable, esta capacidad en todos los cultivos primarios analizados, a excepción de los NFs 
del paciente 11. La media refleja que la inhibición es de aproximadamente un 20% en NFs y en CAFs. 
Las variaciones observadas en  la respuesta a 1,25(OH)2D3 de  los distintos cultivos primarios en cada 
ensayo  pueden  ser  debidas  a  características  específicas  de  los  pacientes  como  por  ejemplo 
diferencias en la expresión de VDR, o en otros factores del sistema de respuesta celular a 1,25(OH)2D3 
(actividad de CYP24A1, balance entre coactivadores y correpresores de VDR, etc), o a otras causas no 
relacionadas con dicho sistema. 
La comparación de  la  respuesta a 1,25(OH)2D3 de  cada uno de  los cultivos primarios en ambos 
ensayos muestra  que  los NFs  del  paciente  45  son  los  segundos  que mejor  responden  en  los  dos 
ensayos y los NFs del paciente 27 los séptimos (Figuras 16 y 17). Algo similar ocurre con los NFs del 
paciente 17 y con  los CAFs de  los pacientes 11, 16, 38 y 43. Sin embargo, otros cultivos primarios 
como  los  NFs  del  paciente  11  y  los  CAFs  de  los  pacientes  17,  27  y  44  muestran  importantes 
diferencias en el efecto ejercido por la 1,25(OH)2D3 en cada uno de los dos ensayos. Estas variaciones 
se deberán probablemente a factores independientes del sistema de respuesta celular a 1,25(OH)2D3, 
pudiendo ser dependientes del proteoma (conjunto de proteínas) específico que expresa cada cultivo 
primario de fibroblastos. 
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  Los resultados de  los ensayos de contracción de geles de colágeno realizados con  los NFs y 
los  CAFs  de  colon  concuerdan  con  los  obtenidos  usando  las  líneas  celulares  establecidas  de 
fibroblastos  de  distintos  tejidos  IMR90,  BJ‐hTERT  y  NIH3T3,  en  los  que  observamos  que  la 
1,25(OH)2D3  inhibe  la capacidad de contraer geles de colágeno de  las tres  líneas celulares, siendo el 
efecto más pronunciado en el caso de  los  fibroblastos NIH3T3  (Figura 12). La 1,25(OH)2D3  también 
inhibe  otras  propiedades  protumorales  de  estas  líneas  celulares  de  fibroblastos  como  son  su 
capacidad proliferativa, migratoria e  invasiva (Figuras 9, 10 y 11). Por todo esto,  la  inhibición de  las 
propiedades protumorales parece ser una acción general de la 1,25(OH)2D3 sobre los fibroblastos de 
cualquier tejido. 
 
4. La  1,25(OH)2D3  ejerce  una  profunda  regulación  de  la  expresión  génica  en  los  NFs  y  CAFs 
derivados de pacientes con cáncer colorrectal 
La  1,25(OH)2D3  es un  importante  regulador de  la  expresión  génica.  Previamente, nuestro  grupo  y 
otros han descrito  los efectos de  la 1,25(OH)2D3 sobre el patrón de expresión génica de células de 
CRC [173, 257]. Sin embargo, no se ha publicado ningún trabajo que realice un estudio de expresión 
génica global en fibroblastos primarios de colon humano tratados con 1,25(OH)2D3. 
Nuestros  resultados  revelan  que  la  1,25(OH)2D3  tiene  un  profundo  efecto  sobre  la  expresión 
génica de NFs y CAFs derivados de pacientes con CRC. En ambos tipos celulares, el tratamiento con 
1,25(OH)2D3 durante 48 h modula la expresión de un elevado número de genes (958 en NFs y 1.489 
en CAFs), que son parcialmente coincidentes (Figura 18B). El análisis detallado de los genes regulados 
por 1,25(OH)2D3 en  los NFs sugiere que  la 1,25(OH)2D3 podría participar en el mantenimiento de  la 
homeostasis colónica, ya que modula la expresión de genes involucrados en la diferenciación celular 
(induce  FN1,  FZD1,  LAMB3,  MGP,  PPL;  reprime  NOTCH3,  S100A4,  ITGA4,  LAMA1,  LAMA5),  la 
remodelación  tisular  (induce  BMP4,  TIMP3,  HMCN1,  TGFB3;  reprime  MMP3,  COL4A1,  COL14A1, 
COL13A1, COL6A3, MASP1), la cicatrización de heridas (induce FN1, THBD, SERPING1; reprime TFPI2, 
PLAT,  ITGB3),  el  desarrollo  de  vasos  sanguíneos  (induce  EFNB2,  VEGFA,  VEGFC;  reprime  COL5A1, 
FGF2, ITGA7), y  la respuesta  inflamatoria (induce PTGER3, CD97, LY96; reprime CCL11, CCL13, CCL2, 
CCL26, CCL7, CCL8, IL8) (Tablas 7 y 8). 
Los CAFs contribuyen a la progresión tumoral modulando la composición y organización de la ECM 
y secretando factores solubles que actúan de forma autocrina y/o paracrina, y afectan no solo a  las 
células de carcinoma, sino también a otros tipos celulares del estroma tumoral [9, 20, 83, 178, 213]. 
Aproximadamente  el  15% de  los  genes  regulados por  1,25(OH)2D3  en  los CAFs  se  clasifican  como 
componentes  de  la  región  extracelular,  incluyendo  factores  de  crecimiento  (induce  IGF1,  IGFBP3, 
IGFBP6, TGFB2, TGFB3, VEGFA; reprime FGF1, FGF2, HDGF, LTBP4, TGFA), citoquinas (reprime CCL11, 
CCL13, CCL16, CCL2, CXCL10, CKLF, IL8), y constituyentes y proteínas modificadoras de la ECM (induce 
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TIMP3, FMOD, MMP1, NID2; reprime COL5A2, COL5A3, COL6A3, COL8A2, COL11A2, ECM1, MMP2). 
Nuestros resultados indican que la 1,25(OH)2D3 modula en estas células la expresión de 12 genes que 
codifican quimioquinas. La  función más general de  las quimioquinas es el  reclutamiento de células 
inmunes a los sitios de inflamación y se ha descrito que muchas de ellas contribuyen a la patogénesis 
de  la  colitis ulcerosa y del CRC  [43]. Por  tanto, a  través de  la  regulación de  la expresión de estos 
genes en  los CAFs,  la 1,25(OH)2D3 podría  indirectamente alterar el reclutamiento de  linfocitos o de 
otras células inmunes al estroma tumoral y modular sus propiedades y fisiología. Las quimioquinas y 
otros  factores  secretados por  los CAFs pueden asimismo afectar a  las células de carcinoma  [9, 20, 
178, 213, 233], y podrían mediar el efecto inhibitorio de la 1,25(OH)2D3 sobre la capacidad de los NFs 
y de  los CAFs de  inducir  la migración de células de CRC (Figura 17). También se ha descrito que  los 
factores secretados por los CAFs pueden actuar de forma autocrina sobre los mismos y modular sus 
propiedades  y  fenotipo,  y por ejemplo promover  su propia migración    [30, 135, 202, 204]. Por  lo 
tanto, es posible que las quimioquinas y factores secretados identificados en el estudio de expresión 
génica  global  actúen  autocrinamente  sobre  los  propios  fibroblastos,  y  por  tanto,  puedan  estar 
mediando  los  efectos  de  la  1,25(OH)2D3  sobre  la  capacidad  de  contraer  geles  de  colágeno  de  los 
fibroblastos  colónicos  (Figura 16),  como hemos demostrado en el  caso de  las quimioquinas CCL2, 
CCL11 y CCL13 (Figura 21B). 
Durante  el desarrollo de  esta  Tesis  se ha descrito  que NFs  y CAFs derivados de pacientes  con 
cáncer  de mama  expresan  VDR  y  responden  a  1,25(OH)2D3  con  la  inducción  de  la  expresión  de 
CYP24A1  [25, 113, 147]. Además, Campos y colaboradores han analizado el efecto del  tratamiento 
con 1,25(OH)2D3 durante 24 h  sobre el patrón de expresión  génica de NFs  y CAFs derivados de 5 
pacientes con cáncer de mama [25]. La 1,25(OH)2D3 modula la expresión de 126 y 123 genes en NFs y 
en CAFs,  respectivamente, existiendo un  solapamiento del 50% entre  los genes  regulados en cada 
tipo celular. La 1,25(OH)2D3 induce en los NFs de mama genes antiapoptóticos, de detoxificación, del 
sistema de defensa antibacteriana y de protección contra el estrés oxidativo, mientras que los genes 
diana de 1,25(OH)2D3 en los CAFs de mama están predominantemente implicados en la proliferación 
celular (genes reprimidos por 1,25(OH)2D3) y en la modulación del sistema  inmune (genes inducidos 
por 1,25(OH)2D3),  lo que concuerda con  la propuesta acción antitumoral de  la 1,25(OH)2D3 en esta 
neoplasia [25]. Es de destacar que 6 de los genes que se regulan por 1,25(OH)2D3 exclusivamente en 
los NFs de mama están también incluidos entre los genes regulados por 1,25(OH)2D3 exclusivamente 
en  los NFs de  colon: 5 de ellos  (CYP3A5, CRIP1, RAB8B,  FIGF  y  SERPINB9)  se  regulan en  la misma 
dirección, mientras que en el caso de LRIG1 la regulación observada en los dos sistemas es opuesta. 
Asimismo,  4  genes  (MTSS1  y  PTCH1,  inducidos;  y  F2RL2  y  WNT5A,  reprimidos)  se  regulan  por 
1,25(OH)2D3 solo en los CAFs de ambas neoplasias. De los genes regulados por 1,25(OH)2D3 en NFs y 
en CAFs 26 genes coinciden en ambos sistemas, entre los que se incluyen APBB1IP, CLMN, CYP24A1, 
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EFTUD1, G0S2, HMCN1,  IGF1, MAPK13, NID2 y ZFP36. Adicionalmente, muchas de  las  funciones en 
las que están implicados los genes regulados por 1,25(OH)2D3 en los NFs y CAFs derivados de ambos 
tejidos son similares, por ejemplo proliferación, apoptosis, adhesión celular y regulación de procesos 
metabólicos en NFs, y proliferación, apoptosis,  respuesta a vitamina y  respuesta a cicatrización en 
CAFs.  Esto  sugiere  que  la  1,25(OH)2D3  induce  un  programa  de  expresión  génica  parcialmente 
coincidente  en  los NFs  y  CAFs  procedentes  de  distintos  tejidos,  y  que,  por  tanto,  la  1,25(OH)2D3 
también podría tener un efecto inhibitorio sobre las propiedades protumorales de los CAFs de otras 
neoplasias. 
 
5. Papel de las quimioquinas CCL2, CCL11 y CCL13 en la acción de la 1,25(OH)2D3 en los fibroblastos 
colónicos 
Para caracterizar si  los genes diana de 1,25(OH)2D3  identificados en el estudio de microarrays están 
implicados  en  la  inhibición  que  ésta  ejerce  sobre  las  acciones  protumorales  de  los  fibroblastos 
colónicos,  y  teniendo  en  cuenta  la  importancia  de  las  quimioquinas  como  moduladores  de  la 
señalización intercelular, seleccionamos para su estudio las quimioquinas CCL2, CCL11 y CCL13. Estas   
quimioquinas se  inhiben por 1,25(OH)2D3 en  los NFs y en  los CAFs derivados de pacientes con CRC 
(Figura  19),  así  como  en  la  línea  celular  establecida  de  fibroblastos  normales  de  colon  humano 
CCD18Co (Figura 21A). 
La quimioquina CCL2 (o MCP1) está implicada en el reclutamiento de células mieloides a las zonas 
de  inflamación  y a  los  tumores,  y numerosos  trabajos muestran  su  importancia en CRC. Tanaka  y 
colaboradores observaron que  los tumores colorrectales  liberan CCL2, cuya expresión aumenta con 
el grado tumoral. CCL2 está involucrada en la acumulación de macrófagos en el entorno tumoral y en 
el  aumento de  la  expresión de COX‐2  en  las  células  tumorales  [228]. De  acuerdo  con  esto,  se ha 
descrito que los niveles intratumorales de CCL2 se elevan en pacientes con adenomas de colon, CRC y 
CRC asociado a colitis, y que su deleción (Ccl2‐/‐) o neutralización inhibe la tumorogénesis en modelos 
de CRC en ratón [43, 143]. Asimismo, alta expresión de CCL2 y presencia de macrófagos en el entorno 
tumoral correlacionan con estadios avanzados y mal pronóstico en CRC [10, 100, 143]. Además, se ha 
descrito que el reclutamiento de macrófagos mediado por CCL2 promueve el crecimiento tumoral y 
la metástasis  en  cáncer de mama, ovario  y próstata  [61,  185,  265],  y que  los CAFs de  carcinoma 
hepatocelular secretan altos niveles de CCL2 que promueve la metástasis a través de la activación de 
la vía de señalización Hedgehog en las células de carcinoma [131]. 
El  papel  de  CCL11  (o  eotaxina‐1)  en  cáncer  no  se  conoce  bien.  Por  un  lado,  tiene  una  acción 
quimioatrayente  sobre  eosinofilos,  basófilos,  linfocitos  Th2  y mastocitos  actuando  a  través  de  su 
receptor CCR3 [98, 195, 201]. Ello puede suponer un efecto antitumoral en CRC, ya que una elevada 
infiltración eosinofílica se considera un indicador de pronóstico favorable en esta neoplasia [68, 182]. 
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Sin embargo, CCL11 actúa también sobre  las células endoteliales CCR3+ y promueve  la angiogénesis 
[199].  Los  escasos  estudios  publicados  de  expresión  de  CCL11  en  CRC  arrojan  resultados 
contradictorios.  Wagsater  y  colaboradores  describen  sobreexpresión  de  CCL11  en  fibroblastos, 
linfocitos  y  macrófagos  estromales  de  tumores  colorrectales  [251],  mientras  que  Berdiel‐Acer  y 
colaboradores muestran que los CAFs derivados de pacientes con CRC expresan niveles inferiores de 
CCL11 que los NFs procedentes del mismo paciente [17]. En concordancia con nuestros resultados, la 
1,25(OH)2D3  inhibe  la  inducción de CCL11 promovida por  IL‐1β en  fibroblastos aislados de pólipos 
nasales [252], y  los niveles séricos de CCL11 se reducen en pacientes de  leucemia  linfocítica crónica 
tratados con vitamina D3 [114]. 
La  quimioquina  CCL13  es  un  quimioatrayente  de  monocitos  y  está  implicada  en  reacciones 
alérgicas.  Se ha descrito que  los macrófagos  alveolares de pacientes  asmáticos  expresan mayores 
niveles de CCL13 que los procedentes de individuos sanos, habiéndose propuesto como biomarcador 
de asma [108, 256]. Sin embargo, el papel de CCL13 en cáncer no se conoce.  
Con intención de identificar la importancia que la inhibición de estas quimioquinas pudiera tener 
para  la  acción  de  la  1,25(OH)2D3  en  los  fibroblastos  colónicos,  realizamos  como  primer  abordaje 
ensayos de contracción de geles de colágeno empleando los fibroblastos CCD18Co. Observamos que 
el  tratamiento  combinado  con  las quimioquinas  recombinantes  y 1,25(OH)2D3  reduce  la  inhibición 
que  ejerce  la  1,25(OH)2D3  sobre  esta  propiedad  protumoral  de  los  fibroblastos  (Figura  21B).  Por 
tanto,  la  represión  de  estas  quimioquinas  por  1,25(OH)2D3  en  los  fibroblastos  colónicos  parece 
mediar  la  acción  de  la  1,25(OH)2D3  sobre  la mencionada  capacidad  de  los  fibroblastos.  Dada  la 
importancia  de  estas  quimioquinas  en  la  señalización  intercelular,  analizamos  a  continuación  su 
posible implicación en la acción de la 1,25(OH)2D3 sobre la capacidad de los fibroblastos de inducir la 
migración de las células de CRC. Sin embargo, la reducida capacidad promigratoria de los fibroblastos 
CCD18Co  sobre  las  células  SW480‐ADH  impidió  la  realización de  este  estudio,  y hace necesaria  la 
búsqueda de un modelo celular más adecuado para este ensayo. 
Aunque en este trabajo no hemos estudiado los niveles de expresión en los fibroblastos colónicos 
de los receptores de las quimioquinas utilizadas para los ensayos de colágeno, y sería recomendable 
su  análisis  en  un  futuro,  en  la  literatura  está  descrito  que  fibroblastos  humanos  de  diferentes 
orígenes expresan algunos de  los receptores para estas citoquinas como CCR2 y CCR3 [30, 75, 259]. 
Además,  se  han  descrito  acciones  de  CCL2  independientes  del  receptor  CCR2  en  fibroblastos  de 
pulmón humano, y también en células de músculo liso arterial derivadas de ratones Ccr2‐/‐ [109, 205].  
 
6. Comparación del patrón de expresión génica de NFs y CAFs y de su respuesta a 1,25(OH)2D3 
Durante el desarrollo de esta Tesis, diversos trabajos han comparado las propiedades biológicas y el 
patrón  de  expresión  génica  de  NFs  y  CAFs  de  colon  [17‐19,  237].  Berdiel‐Acer  y  colaboradores 
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describieron  que  el  medio  condicionado  procedente  de  CAFs  derivados  de  pacientes  con  CRC 
incrementa el potencial migratorio y  la capacidad clonogénica de  líneas celulares de CRC en mayor 
medida que el medio condicionado de los NFs pareados. Además, la coinyección de CAFs junto con la 
línea  celular  de  CRC  DLD1  en  ratones  inmunosuprimidos  potencia  el  crecimiento  tumoral  en 
comparación con la coinyección de NFs o con la inyección exclusiva de las células tumorales [19]. Los 
autores  definieron  una  firma  de  expresión  génica  constituida  por  108  genes  diferencialmente 
expresados entre NFs y CAFs, y observaron que  los CAFs que presentan una mayor expresión de  la 
firma migran más en ensayos de reparación de herida y su medio condicionado provoca una mayor 
inducción de la proliferación de las células de CRC [19]. Por otro lado, Torres y colaboradores aislaron 
NFs y CAFs a partir de tejido colónico de ratones normales o de ratones con tumorogénesis colónica 
inducida  por  el  tratamiento  con  azoximetano  y  sulfato  sódico  de  dextrano.  La  comparación  del 
proteoma  de  ambos  tipos  de  fibroblastos  les  permitió  describir  que  los  CAFs  expresan  una  firma 
proinflamatoria con altos niveles de expresión de  las quimioquinas CCL2 y CCL8 (entre otras), y que 
dichas quimioquinas promueven  la migración  y  la  invasión de  las  células de CRC  [237]. Herrera  y 
colaboradores establecieron CAFs a partir de muestras procedentes de 15 pacientes con CRC y  los 
clasificaron según su capacidad promigratoria sobre la línea celular de CRC LIM1215, observando que 
la capacidad promigratoria de  los CAFs correlaciona con  la expresión de marcadores de fibroblastos 
activados y de genes de troncalidad, así como con otras propiedades de fibroblastos activados como 
la capacidad para contraer geles de colágeno [95].  
El diseño experimental en esta Tesis se ha enfocado al estudio del efecto de la 1,25(OH)2D3 en los 
NFs  y  en  los  CAFs,  y  no  a  la  comparación  entre  ambos  tipos  celulares.  Sin  embargo,  los  datos 
generados en algunos de los experimentos revelan la existencia de diferencias entre ellos. Como era 
de esperar, observamos que  los CAFs expresan niveles  significativamente más altos de RNA de  los 
marcadores de fibroblastos activados α‐SMA y FAP‐α (datos no mostrados). Además, nuestro análisis 
de expresión génica global identificó 34 genes diferencialmente expresados entre los NFs y los CAFs 
derivados  de  7  pacientes  con  CRC  (Tabla  6).  El  análisis  de  enriquecimiento  funcional  no mostró 
ningún  término  GO  enriquecido  significativamente  en  dichos  genes,  probablemente  debido  a  su 
reducido  número,  que  creemos  puede  deberse  a  la  elevada  heterogeneidad  intratumoral  de  los 
fibroblastos estromales y a  la variabilidad  interindividual de  los pacientes. Entre dichos genes cabe 
destacar ITGB8 que se reprime en CAFs y está implicado en adhesión celular a proteínas de la ECM, y 
NTF3 que se  induce en CAFs y tiene actividad quimioatrayente. Confirmando  la validez de nuestros 
resultados,  algunos  de  los  genes  inducidos  (IL7R,  NTF3,  KIAA1462,  CADM1)  y  reprimidos  (IL33, 
RSPO3,  ITGB8) en  los CAFs con respecto a  los NFs en nuestro análisis  fueron también  identificados 
por Berdiel‐Acer y colaboradores al comparar el perfil de expresión génica de NFs y CAFs derivados 
de  8  pacientes  con  CRC  [19].  Sin  embargo,  ninguno  de  los  genes  obtenidos  en  nuestro  estudio 
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coincide  con  los  definidos  por  Herrera  y  colaboradores  como  diferencialmente  expresados  entre 
CAFs de colon con alta y baja capacidad para inducir la migración de células de CRC [95].  
Aunque no se observan diferencias estadísticamente significativas en la expresión de RNA de VDR 
entre NFs y CAFs  (Figura 15A), nuestros resultados muestran que  la respuesta a 1,25(OH)2D3 no es 
exactamente  igual en ambos tipos celulares. En primer  lugar, el efecto  inhibitorio de  la 1,25(OH)2D3 
sobre  la capacidad de  los  fibroblastos para contraer geles de colágeno es significativamente mayor 
en  los NFs que en  los CAFs  (Figura 16). Sin embargo, no se aprecian diferencias entre ambos  tipos 
celulares en el efecto de la 1,25(OH)2D3 sobre su habilidad para inducir la migración de las células de 
CRC  (Figura  17).  A  nivel  de  regulación  de  la  expresión  génica  no  se  advierten  diferencias  en  los 
efectos de la 1,25(OH)2D3 entre ambos tipos de fibroblastos, excepto en la inhibición de CCL11 que es 
significativamente mayor en los NFs que en los CAFs (Figura 19), y en la inducción de CYP24A1 que se 
observa un  tendencia que no alcanza  la  significancia estadística hacia una mayor  inducción en  los 
CAFs  (probablemente  debido  a  que  sus  niveles  basales  son más  bajos)  (Figura  15C).  Estos  datos 
indican que ambos tipos de fibroblastos responden de forma bastante similar a 1,25(OH)2D3, aunque 
presentan diferencias en algunos ensayos concretos que podrían deberse a alteraciones existentes 
entre NFs y CAFs probablemente no relacionadas con el sistema de respuesta celular a 1,25(OH)2D3.   
A  pesar  de  que  el  número  de  genes  diana  de  1,25(OH)2D3  identificados  en  el  estudio  de 
microarrays es mayor en  los CAFs que en  los NFs (1.489 y 958 genes, respectivamente), muchos de 
los  términos  GO  significativamente  enriquecidos  en  dichos  genes  diana  son  coincidentes  o muy 
similares (Tablas 7, 8, 9 y 10). Sin embargo, otros términos como respuesta a nutrientes y regulación 
de la osificación solo aparecen significativamente enriquecidos en los NFs, mientras que respuesta a 
hipoxia aparece enriquecido solo en los CAFs. Respecto a los genes regulados por 1,25(OH)2D3 solo en 
los  CAFs  (1.069  genes),  el  análisis  de  enriquecimiento  funcional  muestra  que  únicamente  dos 
términos GO están significativamente enriquecidos en dichos genes, ambos relacionados con la ECM 
(datos no mostrados); mientras que los genes regulados por 1,25(OH)2D3 exclusivamente en los NFs 
(538 genes) están enriquecidos en  los dos términos GO antes mencionados y en otros 14 términos, 
tales como respuesta a estímulos externos, cicatrización, biosíntesis y metabolismo del colesterol y 
del esterol, y otros  (datos no mostrados). Por otro  lado, 33 términos GO están enriquecidos en  los 
genes diana de 1,25(OH)2D3  comunes en NFs  y en CAFs  (420 genes), entre  los que  se encuentran 
diferenciación  y  proliferación  celular,  procesos  de  desarrollo,  desarrollo  de  tejidos  y  órganos, 
colágeno,  citoquinas,  quimioquinas,  y  región  extracelular  (datos  no mostrados).  Estos  resultados 
indican que aunque muchos de los genes diana de 1,25(OH)2D3 en NFs y en CAFs son diferentes, las 
funciones en  las que dichos genes están  implicadas son, en su mayoría, similares. Por tanto, parece 
que  la 1,25(OH)2D3 regula de forma análoga  la biología de  los NFs y de  los CAFs, aunque en ambos 
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tipos de  fibroblastos, y especialmente en el caso de  los NFs,  la  regulación común se complementa 
con otras funciones adicionales. 
 
7. La expresión de los genes diana de 1,25(OH)2D3 CD82 y S100A4 en el estroma tumoral se asocia 
con la supervivencia de los pacientes con cáncer colorrectal 
Con  el  fin  de  caracterizar  la  importancia  que  el  patrón  de  expresión  génica  impuesto  por  la 
1,25(OH)2D3  en  los  fibroblastos primarios pueda  tener en CRC,  seleccionamos dos  genes diana de 
1,25(OH)2D3  identificados en el análisis de expresión génica global y validados por RT‐qPCR (CD82 y 
S100A4) para su estudio por inmunohistoquímica en la serie de pacientes con CRC metastásico.  
CD82  codifica  una  glicoproteína  de membrana  de  la  familia  de  las  tetraspaninas  implicada  en 
múltiples procesos celulares  [57, 268]. Se ha descrito que CD82 promueve  la adhesión y polaridad 
celular, reduce  la migración e  invasión, y modula  la proliferación,  la apoptosis y  la senescencia [67, 
258]. La expresión de CD82 disminuye a lo largo de la progresión de distintos tipos de carcinomas, y 
su pérdida de expresión conlleva la aparición de metástasis, por lo que se ha propuesto a CD82 como 
un gen supresor de metástasis. Nuestros resultados  indican que  la 1,25(OH)2D3  induce  la expresión 
de  RNA  de  CD82  en  los NFs  y  en  los  CAFs  derivados  de  pacientes  con  CRC  (Figura  19),  y  que  la 
expresión  de  proteína  de  CD82  en  los  fibroblastos  del  estroma  de  los  tumores  colorrectales 
correlaciona directamente con la expresión de VDR en dichas células (Figura  27B) y con la OS de los 
pacientes con CRC metastásico (Figura 27C).  
S100A4 codifica una proteína pequeña de unión a Ca2+ de la familia S100 [56, 90, 139] presente en 
un amplia variedad de  tejidos, y cuya expresión aumenta en muchos  tipos de cánceres  [105, 225]. 
Además, S100A4 es un marcador de fibroblastos activados [9, 190] y su sobreexpresión correlaciona 
con mal pronóstico en CRC [44, 81, 132]. Nuestros datos indican que la expresión de RNA de S100A4 
se inhibe por 1,25(OH)2D3 en los NFs y en los CAFs derivados de pacientes con CRC (Figura 19), y que 
la  expresión  de  proteína  de  S100A4  en  los  fibroblastos  estromales  de  los  tumores  colorrectales 
correlaciona inversamente con la expresión de VDR en dichas células (Figura 27B) y con la OS de los 
pacientes con CRC metastásico (Figura 27C). 
Estos  resultados muestran  que  la  1,25(OH)2D3 modifica  el  patrón  de  expresión  génica  de  los 
fibroblastos de colon modulando  la expresión de genes que se asocian con  la supervivencia de  los 
pacientes  con  CRC metastásico,  y  por  tanto,  apoyan  que  los  efectos  de  la  1,25(OH)2D3  sobre  los 
fibroblastos estromales están implicados en la acción antitumoral de la 1,25(OH)2D3 en CRC. 
 
8. Expresión de VDR y efectos de la 1,25(OH)2D3 en distintos tipos de fibroblastos 
Varios trabajos han analizado la expresión de VDR y la acción de  la 1,25(OH)2D3 en diferentes líneas 
celulares establecidas de  fibroblastos y en  cultivos primarios de  fibroblastos de distintos orígenes. 
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Los  estudios  más  antiguos  muestran  que  la  1,25(OH)2D3  inhibe  la  proliferación  de  fibroblastos 
cutáneos derivados de tejido sano y de fibroblastos embrionarios de ratón normales y transformados 
mediante el tratamiento con carcinógenos químicos [21, 32]. Durante el desarrollo de esta Tesis se 
han publicado  los primeros trabajos que estudian el efecto de  la 1,25(OH)2D3 sobre  los fibroblastos 
del  estroma  tumoral.  Así,  se  ha  descrito  que  NFs  y  CAFs  derivados  de  pacientes  con  cáncer  de 
próstata y de mama expresan VDR y  responden a 1,25(OH)2D3 con  la  inducción de  la expresión de 
CYP24A1  y/o  la  activación  de  VDREs  en  construcciones  reporteras  [25,  96,  97,  113,  147].  Sin 
embargo,  estos  trabajos  no  analizan  efectos  de  la  1,25(OH)2D3  sobre  la  biología,  las  propiedades 
protumorales, o  el  fenotipo de dichos  fibroblastos. Recientemente,  Sherman  y  colaboradores han 
mostrado que VDR  se expresa en  las  células estrelladas del páncreas  (PSCs; principal  componente 
celular  del  estroma  tumoral  en  cáncer  de  páncreas)  y  que  el  tratamiento  con  el  análogo  de  la 
1,25(OH)2D3  calcipotriol promueve  la  reprogramación de  las PSCs  activadas  y  transdiferenciadas  a 
miofibroblastos en PSCs quiescentes,  reduciendo  así  la expresión marcadores de  inflamación  y de 
fibrosis.  Esta  reprogramación  de  las  PSCs  inducida  por  el  calcipotriol  reduce  la  cantidad  de  ECM 
presente en el tumor, lo que aumenta la concentración intratumoral y la eficacia de la quimioterapia 
convencional en un modelo de cáncer de páncreas en ratón. Así, la combinación de quimioterapia y 
calcipotriol  resulta  en  una  reducción  del  volumen  tumoral  en  el  70%  de  los  ratones  y  en  un 
incremento del 57% en la supervivencia de los mismos en comparación con el tratamiento exclusivo 
con quimioterapia [211].  
Nuestro trabajo es, por tanto, el primero en describir que  los NFs y CAFs derivados de pacientes 
con  CRC  expresan  VDR  (Figura  15A)  y  que  la  1,25(OH)2D3  inhibe  sus  propiedades  protumorales 
(Figuras 16 y 17). Además, hemos mostrado que  la 1,25(OH)2D3  inhibe  la proliferación (Figura 9),  la 
migración  (Figura  10),  la  invasión  (Figura  11),  y  la  activación  (contracción  de  geles  de  colágeno) 
(Figura 12) de fibroblastos de diferentes orígenes. En conjunto, estos datos indican que pese a ser un 
tipo celular muy heterogéneo, los fibroblastos son mayoritariamente sensibles a 1,25(OH)2D3. 
Diversos  estudios  han  descrito  que  la  1,25(OH)2D3  inhibe  la  vía  de  señalización  de  TGF‐β  en 
fibroblastos de diferentes orígenes y en patologías, principalmente fibróticas, de las que el TGF‐ es 
un potente  inductor. El tratamiento de dichos fibroblastos con 1,25(OH)2D3 o sus análogos  inhibe  la 
estimulación  promovida  por  TGF‐  de  la  contracción  de  geles  de  colágeno  y  de  la  expresión  de 
marcadores  de  fibroblastos  activados  como  α‐SMA  y  de  otras  proteínas  relacionadas  con  dicho 
fenotipo  como  fibronectina,  colágeno  tipo  I,  trombospondina‐1,  plasminógeno‐1  y  MMP‐9.  En 
definitiva, la 1,25(OH)2D3 inhibe la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos inducida por TGF‐
β [126, 128, 145, 189, 217, 262, 264]. Liu y colaboradores han descrito el efecto de la 1,25(OH)2D3 y 
sus análogos en un modelo murino de fibrosis renal. Estos compuestos disminuyen la deposición de 
colágeno y fibronectina y reprimen la expresión de Snail1, α‐Sma, β‐catenina, Tgf‐β1 y su receptor de 
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tipo  I, reduciendo además  la  localización nuclear de β‐catenina, y aumentan  los niveles de Vdr y E‐
cadherina en el riñón de estos animales. Asimismo, el tratamiento con análogos de la 1,25(OH)2D3 y 
la sobreexpresión de VDR en células epiteliales de los túbulos renales bloquean la EMT promovida en 
dichas  células  por  TGF‐β1, mientras  que  el  silenciamiento  de  VDR  aumenta  la  sensibilidad  de  las 
células a TGF‐β1 [226, 227, 260].  
Ding  y  colaboradores  han  descrito  el mecanismo  por  el  cual  la  1,25(OH)2D3  inhibe  la  fibrosis 
hepática.  VDR  activado  por  1,25(OH)2D3  antagoniza  la  transcripción  de  genes  profibróticos 
dependiente  de  TGF‐β  en  las  células  estrelladas  del  hígado,  principales  responsables  de  esta 
patología. TGF‐β cambia los sitios de unión al DNA de VDR activado por 1,25(OH)2D3, promoviendo su 
asociación a los sitios de unión de SMAD3 en las regiones reguladoras de los genes profibróticos. Esto 
disminuye  la  ocupación  de  estos  sitios  por  SMAD3,  causando  el  silenciamiento  transcripcional  de 
dichos  genes  y,  por  tanto,  inhibiendo  la  fibrosis  [55].  Adicionalmente,  Zerr  y  colaboradores  han 
descrito en fibroblastos de esclerosis sistémica que el análogo de la 1,25(OH)2D3 paricalcitol estimula 
la  formación  de  complejos  entre  VDR  y  fosfo‐SMAD3  e  inhibe  la  transcripción  dependiente  de 
SMAD3, actuando así como un regulador negativo de la ruta de señalización TGF‐β/SMAD. Por tanto, 
una expresión reducida de VDR o bajos niveles de 1,25(OH)2D3 podrían contribuir a una señalización 
elevada de TGF‐β y a  la activación aberrante de  fibroblastos en estas patologías  [262]. De acuerdo 
con esto, una dieta rica en vitamina D3 reduce  la  fibrosis  intestinal en ratones con colitis crónica a 
través  de  la  inhibición  de  la  vía  TGF‐β/SMAD  en  los miofibroblastos  subepiteliales  del  colon  por 
disminución de los niveles de TGF‐β1, SMAD3 y fosfo‐SMAD3 [230].  
En resumen, numerosas evidencias indican que la 1,25(OH)2D3 y sus análogos protegen frente a la 
fibrosis  en  diferentes  tejidos  inhibiendo  la  acción  profibrótica  del  TGF‐β.  Sorprendentemente, 
aunque  estos  trabajos muestran  la  importancia  de  la  1,25(OH)2D3  como  antagonista  de  la  vía  de 
señalización de TGF‐β, esta ruta no aparece en  los análisis de enriquecimiento  funcional  realizados 
con los datos de expresión génica global de NFs y CAFs de colon tratados con 1,25(OH)2D3. A pesar de 
ello, creemos que debido a la importancia de esta vía en CRC sería interesante estudiar el efecto de la 
1,25(OH)2D3 en NFs y CAFs de colon tras su estimulación con TGF‐β. 
 
9. Implicaciones clínicas de la acción de la 1,25(OH)2D3 sobre los fibroblastos del estroma tumoral 
en cáncer colorrectal 
Los resultados obtenidos en esta Tesis amplían el conocimiento sobre  los efectos de  la 1,25(OH)2D3 
en CRC, ya que  indican que  la 1,25(OH)2D3 ejerce  su acción antitumoral en esta neoplasia no  solo 
actuando directamente  sobre  las  células de  carcinoma  [66, 171, 177],  sino  también a  través de  la 
inhibición de las propiedades protumorales de los fibroblastos del estroma tumoral. De acuerdo con 
esto, nuestro estudio cambia  la visión existente respecto a  la utilización clínica de  la 1,25(OH)2D3 y 
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sus análogos, ya que debido a  la pérdida de expresión de VDR observada en un porcentaje elevado 
de CRC avanzados [7, 39, 40, 60, 120, 142, 151, 172, 175, 209] se había propuesto que la aplicabilidad 
de estos  compuestos estaba  restringida a  la prevención en  la población  sana,  y especialmente en 
individuos con alto riesgo de CRC, y al tratamiento de pacientes con CRC en estadios tempranos [51, 
121]. Nuestros datos muestran que  la 1,25(OH)2D3  tiene efectos antitumorales adicionales en CRC 
actuando  sobre  los  fibroblastos del estroma  tumoral  y que, por  tanto,  la acción  terapéutica de  la 
1,25(OH)2D3 y sus análogos se extiende a los pacientes con CRC que expresan VDR en los fibroblastos 
estromales  independientemente  de  los  niveles  de  expresión  de VDR  en  las  células  de  carcinoma. 
Habida  cuenta de  la gran  incidencia de CRC en nuestro entorno y en  todo el mundo, y de que el 
27,4% de  los pacientes de  la serie estudiada con CRC metastásico expresan VDR en  los fibroblastos 
del estroma tumoral, el número de pacientes que podría beneficiarse de los efectos antitumorales de 
la 1,25(OH)2D3 mediados por dichos fibroblastos es relevante, siendo necesario tener en cuenta estos 
nuevos datos para el correcto diseño de los ensayos clínicos con estos compuestos. 
  Además, nuestros resultados con las líneas celulares establecidas de fibroblastos de distintos 
orígenes, así como  los de Sherman y colaboradores en cáncer de páncreas  [211], sugieren que  los 
fibroblastos del estroma tumoral podrían estar implicados en la acción antitumoral de la 1,25(OH)2D3 
en otras neoplasias, entre ellas  cabe destacar  cáncer de mama  y de próstata en  los que ya  se ha 
observado que CAFs derivados de dichos  tumores expresan VDR  [25, 96, 97, 113, 147]. Asimismo, 
nuestros datos  refuerzan  la  relevancia del  estroma  y del microambiente  tumoral  como dianas de 
terapias  anticancerígenas  y  apoyan  fuertemente  la  consideración  de  la  1,25(OH)2D3  como  un 
importante y multifacético agente antitumoral en CRC. 
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1. Los fibroblastos normales (NFs) y asociados a tumores (CAFs) derivados de pacientes con cáncer 
colorrectal (CRC) y varias líneas celulares establecidas de fibroblastos de otros orígenes expresan 
el receptor de vitamina D (VDR) y responden a 1,25‐dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D3). 
2. La 1,25(OH)2D3  inhibe  las acciones protumorales de  los NFs y CAFs de colon, así como de  líneas 
celulares establecidas de fibroblastos de diferentes tejidos. 
3. La 1,25(OH)2D3 regula la expresión génica de los NFs y CAFs derivados de pacientes con CRC. Los 
genes  regulados por 1,25(OH)2D3 en ambos  tipos de  fibroblastos son parcialmente solapantes y 
están implicados en diversas funciones celulares.  
4. La represión de las quimioquinas CCL2, CCL11 y CCL13 por 1,25(OH)2D3 es necesaria para el efecto 
inhibitorio ejercido por  la 1,25(OH)2D3  sobre  la capacidad de  contraer geles de colágeno de  los 
fibroblastos colónicos. 
5. VDR se expresa en  las células de carcinoma y en el estroma de tumores colorrectales humanos, 
existiendo variabilidad interindividual en sus niveles de expresión. 
6. La expresión elevada de VDR en  los  fibroblastos estromales de  los  tumores  colorrectales es un 
marcador  independiente  de  buen  pronóstico  en  CRC  metastásico,  asociándose  con  una 
supervivencia más larga de los pacientes. 
7. La  expresión  en  los  fibroblastos  estromales  de  los  tumores  colorrectales  de  las  proteínas 
codificadas por  los genes diana de 1,25(OH)2D3 CD82  (inducido) y S100A4  (reprimido)  se asocia   
directa e inversamente, respectivamente, con la expresión de VDR en dichos fibroblastos y con la 
supervivencia de los pacientes con CRC metastásico. 
 
En resumen, los resultados obtenidos indican que la 1,25(OH)2D3 ejerce su acción antitumoral en 
CRC a  través de  la  inhibición de  las propiedades protumorales de  los CAFs,  lo que  se añade a  sus 
efectos ya descritos sobre las células de carcinoma. De acuerdo con esto, una alta expresión de VDR 
en  los  fibroblastos  estromales  de  los  tumores  colorrectales  predice  un  pronóstico  favorable  en 
pacientes con CRC metastásico. Por  tanto, el  tratamiento de pacientes con CRC con 1,25(OH)2D3 o 
alguno de sus análogos podría tener efectos terapéuticos incluso en aquellos pacientes cuyas células 
de carcinoma no expresan VDR. 
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